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Beitriige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher, 
Nr. 124. 


Fortgesetzte Untersuchungen iiber die Wirkungsweise 
des Thymocrescins. 


Von 
aul Stotzer. 


fAus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. ] 
(Eingegangen am 11. Februar 1931.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


In einer vorausgegangenen Arbeit hatte Nowinski!, in Fortsetzung 
der Untersuchungen von Ratti, aus der Thymusdriise einen in lipoid- 
freier und sehr eiweiBarmer Lésung enthaltenen Stoff beschrieben, 
der das Wachstum der Ratten selbst unter experimentell sehr ungiinstigen 
Bedingungen zu férdern vermochte. Uber weitere Erfolge mit noch 
gereinigtem Praparat hat dann Asher® berichtet. Die nachfolgende 
Arbeit, die ich auf Anregung von Prof. Asher ausgefiihrt habe, be- 
schaftigt sich mit dem Versuch einer weiteren Reinigung der Thymo- 
crescinlésung und mit den durch diese gereinigten Lésungen auf das 
Wachstum erzielten Wirkungen. Dabei sollte auch noch der Wachstums- 
erfolg hinsichtlich seines Auftretens in einzelnen Organen etwas niher 
verfolgt werden. 

Der Ausgangspunkt meiner Untersuchung war der, dab die von 
Nowinski benutzte Lésung immer noch Eiweif® enthielt. Es konnte 
daher die Frage aufgeworfen werden, ob nicht etwa die kleinen Mengen 
von EiweiB im Sinne einer nicht spezifischen EiweiBwirkung den 
Wachstumserfolg einer spezifischen Thymussubstanz vorgetéuscht 
haben konnten. Deshalb bestand die Aufgabe, die letzten Spuren 
von Eiweif zu entfernen, was auch gelungen ist. Sodann handelte es 
sich darum, die vollkommen lipoid- und eiweibfreie Lésung, durch 

1 W. W. Nowinski, diese Zeitschr. 226, 415, 1930. 

2 L. Asher, Endocrinologie 6, 1930. 
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Tastversuche geleitet, auf Grund bestimmter chemischer Reaktionen 
der bisherigen L6ésung zu fraktionieren, und diese Fraktionen getrennt 
auf ihre Wirkung hin zu untersuchen. Ich beschreibe zunachst meine 
Methodik zur Herstellung einer eiweiBfreien Thymocrescinlésung. 


Methodik. 
1. Vorbereitung des eiweiBfreien Thymocrescins. 
a) Behandlung mit Aceton. 


Ganz frische, aus dem Schlachthof gebrachte Kalbsthymus wird von 
Fett und den Adnexen gereinigt und mit der Schere fein zerschnitten. 
Mit der dreifachen Menge chemisch reinen Acetons tibergossen, wird die 
Thymus wiahrend 2 Stunden in einer Schiittelmaschine tiichtig geschiittelt 


und dann wahrend 6 Stunden im Eisschrank extrahiert. In Zeitréumen 
von je einer 14 Stunde wird wieder geschiittelt. Das Aceton wird dann 
durch ein engmaschiges Leinentuch ausgepreBt und der Riickstand 
72 Stunden in der Warme getrocknet, bis alles Aceton verdampft ist. 


b) Behandlung mit Ather. 
Der Trockenriickstand wird wahrend 12 Stunden in einem Ather- 
extraktionsapparat extrahiert und nachtraglich wahrend 48 Stunden unter 





Abb. 1. Atherextraktiousapparat. 
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Ather gelegt. Der Riickstand wird wieder in der Warme getrocknet, bis 
aller Ather verdampft ist. 
Der Ather entzieht dem Thymus Fette und atherlésliche Vitamine. 
Die Behandlung mit Aceton sollte das in den Geweben enthaltene 
Wasser entfernen und auch das von Romeis behauptete wachstumshemmende 


Prinzip beseitigen. 


c) Wasserextraktion. 


Der Trockenriickstand wird in einem Mérser mit Aqua dest. fein zu 
einem Brei verrieben. Dann erfolgt die Extraktion in einem Wolben in 
der Kalte waihrend 4 Tagen. Das destillierte Wasser hat dann eine gelblich- 
braune Farbe angenommen. Nun wird, wieder in der Kalte, abfiltriert. 
Den Wasserextrakt bringt man sodann in einen Trockenapparat, in dem bei 
niedrigen Temperaturen das Extrakt eindampft. Der trockene Ruckstand 
wird unter einem Exsikkator aufgehoben und ist zur EnteiweiBung bestimmt. 








Abb. 2. Wasserextraktionsapparat 
d) EnteiweiBung des Extrakts. 


Der Trockenriickstand aus ¢) wird in Aqua dest., spater mit 0.9 °iger 


NaCl-Lésung. gelést und in einem Kolben im Wasserbad gekocht. Um 
das Ausfallen zu beschleunigen, wird mit wenigen Tropfen 2° ,iger Essig 
siure angesiuert. Es tritt eine dicke, kasige Eiwei®fallung auf. Man 
filtriert und hebt die Fallung auf dem Filter auf. Beide Teile, die Fallung 


und das Filtrat, werden in meinen Versuchen injiziert. 
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Der Wasserextrakt des Thymocrescins, wie es Nowinski hergestellt 
hatte, lieferte folzende Reaktionen: 

Mit Sulfosalicylsiure: Fallung; mit Essigsiure: Fallung; mit .Willons 
Reagens: negative Fallung;: mit 90°,igem Alkohol: Fallung: Biuret- 
reaktion positiv; Ammoniumsulfat: Fallung. Die Ninhydrinprobe bewies 
das Vorhandensein freier Aminos&iuren. Nach Veraschung lieB sich ein 
betrachtlicher Phosphorgehalt nachweisen. 

Sulfanilsiure werden mit 3 cem Wasser und 2 cem konzentrierter Salz- 
siure geschiittelt. Darauf wird | g frisches Kaliumnitrit in 1 bis 2 cem 
Aqua dest. in kleinen Portionen innerhalb 1 Minute unter Ejiskiihlung 
eingetragen; der ausgeschiedene kristallinische Niederschlag von Diazo- 
benzolsulfosiure wird abgesaugt, mit wenig Wasser gewaschen, sofort in 
Sodalésung gelést und zur Priifung verwendet. Die zu priifende Lésung wird 
bis zum UberschuB mit Sodalésung versetzt und 3 bis 5cem der oben 
angegebenen sodaalkalischen Diazobenzolsulfosiure hinzugegeben. Bei 
Anwesenheit von Histamin entsteht eine dunkelkirschrote Farbung, die 
beim Anséuern orange wird. Die Nachweismdéglichkeit ist 1: 100000. 


Nachweis von Histamin (Reaktion nach Pauly). 2g fein gepulverte 


A. Reaktion auf Alkoholfdllung: rote Farbung sehr positiv, orange 
Farbung positiv. 

B. Reaktion auf Thymocrescin (enteiweift): rote Farbung sehr positiv, 
orange Farbung sehr positiv. 

C. Imido-Roche: beweist die richtige Durechfiihrung obiger Histamin- 
reaktionen. 

Die Lésung, die ich enteiweiBt hatte, gab zwar mit Essigsiure keine 
Fallung mehr, wohl aber noch mit 20°,iger Sulfosalicylsiure, woraus auf 
das Vorhandensein von Eiwei®8 zu schlieBen war. Auch mit Alkohol ergab 
sich noch eine Fallung, iiber die spater zu sprechen sein wird. Brachte 
ich meine Lésung auf po von 6,6 durch Zusatz von Salzsiiure, so gab es 
immer noch eine Fallung. Diese letzten hierdurch nachgewiesenen Eiweil- 
mengen gelang es erst dadurch zu beseitigen, daB die Lésung mittels Ton- 
filter filtriert wurde, ein Verfahren, dessen Mitteilung ich der Gesellschaft 
fiir Chemische Industrie verdanke. 

Die Tierversuche wurden in der im Berner Physiologischen Institut 
iiblichen Methode ausgefiihrt. Was die Nahrung anbetrifft, so muB man 
dieselbe je nach der Reaktion der Tiere etwas variieren. Es gibt Tiere, 
welche selbst bei bester -Ernahrungsart immer noch mit gesteigertem 
Wachstum auf Thymocrescininjektion reagieren. Im allgemeinen aber 
kommt die Wirkung am starksten zum. Vorschein, wenn man eine nicht 
vollwertige, aber doch nicht wachstumsverhindernde Nahrung gibt. 


2, Die Injektionsmethodik. 
Es wurden zwei Versuche eingeleitet: 
Eine Tierserie wurde mit dem eiweiBfreien Filtrat injiziert, die andere 
mit dem eiweiBhaltigen Teil. Eine dritte Serie diente zur Kontrolle. 


0,2 ¢ Wasserextrakt (Thymocrescin) werden in 10cem Aqua dest. 
gelést; in einem Kolben auf dem Wasserbad gekocht. (Zugabe von einigen 
Tropfen 2°,iger Essigsiure.) Eiwei® fallt in kasiger Form aus. Dieses 
wird auf dem Filter aufgehoben, dann in einem Morser fein zu einer Eiweif- 
aufschwemmung zerrieben, mit 3cem_ physiologischer Kochsalzlésung 
verdiinnt. Davon werden je 1 cem je einer Ratte subkutan injiziert. 
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Vom Eiweiffiltrat bekommt auch jede Ratte le¢em injiziert. Die 
Injektionen wurden taglich und stets zur gleichen Zeit ausgefiihrt. Auch 
die Wagungen wurden regelmaBig durchgefthrt. Alle Tiere bekamen 


dieselbe Nahrung: fiinf- bis zehnfach verdiinnte Magermilch mit Brot und 
Brunnenwasser. Die drei Tiergruppen waren in drei Kafigen verteilt, die 
sehr rein gehalten wurden. 








Abb. 3. 
Modell der verwendeten Kafige 


Experimenteller Teil. 
Meine erste Versuchsreihe wurde mit drei Versuchsserien ausgefiihrt. 
Die eine Tiergruppe diente als Kontrolltiere, die zweite Grujpe erhielt 
die Thymocrescinlésung injiziert und die dritte Gruppe erhielt eine Auf 
schwemmung des EiweiBniederschlags injiziert. Ich bemerke noch, dal 


Tabelle I. 
Versuch mit Trockensubstanz. Die Tiere werden taglich mit 1 cem der 


Extrakte injiziert. 





Zeit | I II 
1930 yr y g 
13. V. EKiweib . . . 61 D6 57 

Ringer... 75 54 7D 
Filtrat D1 62 75 
23. V. KiweiB . : 62 57 65 
Ringer... . SD 5d SI 
Filtrat . . , 64 70 &8 
28. V. Eiweib . Je 74 64 70 
Ringer... 103 64 95 
Filtrat . . 8 84 110 
3. VI. Kiweib . soe SS 74 78 
Ringer . : 103 66 102 


Filtrat . pits 56 $2 115 











Tabe lle Te 
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1%. Gesamtgewichte. 





Zeit Eiwei 
1930 g 
13. V. 174 
28. V. 154 
28. V 208 
2. VI. 24) 


i Rin 


Filtrat 
ISS 
222 
274 


I83 


Tabelle Ib. Durchschnittseinzelgewichte. 





Zeit Eiweib Ringer Filtrat 
1930 g g v 
8. Y. os 68 62.6 
23. V. 61,3 73,6 74, 
28. V. 69.3 $7.3 91,3 
2. V1 SO 90.3 94.3 
320 — 
trap 
——- Anger 
00 enn aay 








Mf. 73, M 23, M28 Jé 13 M23. M26. Jé 
Abb. 4. 


auch die Kontrolltiere taglich mit einer indifferenten Salzl6sung injiziert 


werden, eine MaBnahme, die unbedingt erforderlich ist. weil die tagliche 
Injektion immerhin einen Eingriff bedeutet, der méglicherweise als eine 


Art wiederholtes Insult ein wachstumshemmendes Moment enthialt. 

Die Ergebnisse meiner Versuche bringe ich in den Tabellen I, Ia 
und Ib und in der dazugehérigen graphischen Darstellung, Abb. 4. 

Zur Kurvendarstellung der Abb. 4 bemerke ich, da® ich in der zweiten 
Kurvenschar alle Kurven auf den Nullpunkt der Kontrollgruppe eingestellt 
habe, wodurch der Sachverhalt noch klarer zutage tritt. Aus den Tabellen TI. 
Ta und Ib gehen zusammenfassend folgende Tatsachen hervor: 
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Zu la:1l. Es  vbhen alle Tiere an Gewicht zugenommen. 2. Die Eiweif- 
gruppe hat wihr d der Versuche um efwa 70 q zugenommen. Die Ringer- 
also Kontrollgruppe um etwa 70g. Die Filtratgruppe um etwa 100 q. 

Zu lb: In genauen Zahlen lautet die relative Gewichtsvermehrung 
pro Tier: 


fiir KiweiB >: ae 
a a ee. 
biltrat 31.72 


Aus dieser Versuchsreihe ergibt sich demnach, dab die eiweibfreie 
Thymocrescinlésung der Trager der wachstumsférdernden Wirkung 
ist und das Eiweil dabei keine Rolle spielt. Die wachstumssteigernde 
Wirkung des Thymocrescins betragt etwa 30°). 

Kine zweite Serie habe ich dann mit einer von der Gesellschaft fiir 
Chemische Industrie in Basel mir hergestellten, in sterilen Ampullen 
befindlichen Lésung angestellt. Diese Lésung enthielt, mit der emp- 
findlichsten EiweiBreaktion gepriift, namlich mit Sulfosalieyvlsiure, 
keine Spur von Eiweii} mehr. Sie gab aber trotzdem Biuretreaktion 
und mit 95°,igem Alkohol eine Fallung. Diese Versuchsreihe wurde 
im iibrigen wie die friihere Versuchsserie angestellt, kleine Abanderungen 
finden sich in den Tabellen vermerkt. Ich bringe die Ergebnisse dieser 
Versuchsreihe in den Tabellen Il und II], sowie in der hierzu gehérigen 
Abb. 5. 

Tabelle II. 
Versuch mit den sterilen Ampullen. Versuchstiere: Sie werden mit je 

40 mg Eiweiffiltrat, von der Ciba in Ampullen geliefert, injiziert. 





Zeit Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 Tier Nr. 3 patel pa ao 
1930 zg g xg g £ 
11. VIII. 48 46 40 134 44.6 
13. VII. 47 44 49 131 43,6 
15. VIII. 57 51 46 154 51,3 
19. VIII. 66 64 54 184 P 61,5 
21. VIIL* 72 66 59 197 65.6 
26. VIII. 72 69 70 211 70,3 
20. VIII. 84 $l $2 247 $2.5 
Ad. 90) 88 89 267 S89 
. 5: 97 109 102 308 103 
S ik. 100 108 104 312 104 
? is. 116 110 113 339 113 
i oe 125 114 119 358 119.3 
oe 61. 129 113 120 362 120.6 
26. IX. 142 123 132 397 132.3 
ze. IX. 137 119 128 384 128 
2. | = 149 125 137 411 137 
4. X. 150 124 138 412 137,3 
6. . 146 120 133 399 133 
8. .* 159 124 137 411 137 


* Da bis zum ?1. August die Versuchstiere und deren Kontrollen annihernd gleich gut 
wuchsen, wurde von da ab die Nahrung noch verschlechtert. Von da an trat deutlich das 
griiiere Wachstum bei den Versuchstieren ein. 
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Tabelle ITI. 


Kontrolltiere zu Tabelle IT. Sie werden mit je 1 cem 0,9 °iger NaCl-Lésung 
injiziert. 





Zeit Tier Nr.4 Tier Nr.5 ‘Tier Nr. 6 na | aa 
1930 £ £ g g £ 
11. VIII. 427 387+ 49 129 43 
13. VIII. 53 49 50 152 50.7 
15. VIII. 5S 57 63 178 59.3 
19. VIIL. 67 59 75 201 67 
21. VIII.* (fp 61 SI 215 a Be 
26. VIIL. 77 65 S4 226 75,3 
30. VIII. 89 75 101 265 88.3 
2 94 78 109 281 93.7 
) IX. QO S7 108 YS) QA 
9. 1X. 84 76 193 263 87,7 
ig. ¥% 98 86 121 305 101,7 
oe. 2. 109 89 137 335 111,7 
ao. IX. 104 76 125 305 101.7 
ao. FX. 108 79 131 318 106 
29. IX. 105 73 127 305 101,7 
2 . «a 110 78 130 318 106 
4. , 106 76 128 310 103.3 
=. me 104 74 126 394 101.3 
mB: - %. 105 76 128 309 103 
* Nahrungsverschlechterung wie bei den Versuchstieren, Tabelle II. 
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Abb. 5. 


Aus den Tabellen IT und TIT und aus der dazugehérigen graphischen 
Darstellung (Abb. 5) gehen folgende Tatsachen hervor: 

1. Das Wachstum der mit dem eiweiBfreien Thymocrescin injizierten 
Ratten ist deutlich gréBer als das der Kontrolltiere. 


2. Die Versuchstiere reagieren auf die Nahrungsverschlechterung 
iiberhaupt nicht; im Gegenteil: erst nach dieser zeigt sich ein rasches An- 
steigen der Gewichtskurve. 
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3. Das Ausgangsgesamtgewicht der Kontrolltiere ist 152 g. (Tier 
ung Nr. 4 5 § addiert.) 
SchluBgewicht: 309 9g. Differenz: 157 q. 
— 
itts- Das Ausgangsgesamtgewicht der Versuchstiere betragt J3] ¢. (Ge- 
wichte der Tiere Nr. 1 2+ 3 addiert.) 


SchluBgewicht: 4119. Differenz: 280 q. 

4. Die Gewichtszunahme der zwei Gruppen steht im Verhiiltnis von 
280 ¢: 157 g, ist also bei den Versuchstieren nahezu um 50°, besser. 

Auch diese Versuchsreihe zeigt die starke Wirkung einer jetzt 
vollig eiweib- und lipoidfreien Thymocrescinlésung auf das Wachstum. 
Die Unterschiede in der GréBe gehen auch aus beifolgenden Photo- 
graphien von je zwei Kontroll- und je zwei Versuchstieren verschiedenen 


Geschlechts hervor. 





— 





Abb. 6. 


Kontrolltier, ¢ (128 g). Umfang 9,7 em, Lange 17 em. 


EE ee 





° Abb. 7 


Versuchstier, 4 (150g). Umfang 11,6 em, Linge 19 em 





Abb. & 


¢ Kontrolltier, ¢ (105 g). Umfang 9.8 em, Linge 16.5 em 
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Abb. 9. 


Versuchstier, ¢ (124g). Umfang 11,1 em, Linge 17,9 em. 


Durch genaue Sektion habe ich mir einen naiheren Einblick in 
den Wachstumserfolg des Thymocrescins verschafft. Die Sektions- 
befunde bringe ich in nachfolgender Aufstellung. 

A. Sektionsbefund der Thymocrescininjcktionstiere, siehe Tabelle 11, 
Tier Nr. 1, 2 und 3. 

Sehr kraftige Tiere. Die Muskeln sind durchwegs sehr stark aus- 
gebildet, insbesondere die des Thorax. 

B. Sektionsbefund der Kontrolltiere, siehe Tabelle I11, Tier Nr. 4, 
5 und 6. 


Normal entwickelte Tiere. 


Vergleich der beiden Gruppen A und B. 





V Versuchstier; K Kontrolltier; > groBer als. 
Organe Minnchen Weibchen 
Leber .. at ‘ V>K V kK 
Niere. . pene ‘ , > 2 y> zs 
aan jars a> a> V 
Peer ¥ > , ae 
Se eee td y> 2 , > 
Lunge .... Ves V>K => = 
Derm .. aae a V>K V kK 
Hoden .... dew V>K 
Samenblasen . eae V K 
re ee ee V Kk 
a V K 


Aus dem Sektionsbefund ergab sich, daB namentlich alle Ein- 
geweide bei den Thymocrescintieren sehr viel gréBer waren als bei den 
Kontrolltieren. Besonders auffallend war der Unterschied im Wachstum 
der Sexualorgane. Schon Nowinski war es bei seinen Versuchstieren 
aufgefallen, daB die Sexualorgane besonders gut entwickelt waren. 


Aus diesem Grunde habe ich diesem Punkt erneut meine Aufmerksam- 
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keit zugewendet und, wie aus den Abb. 10 bis 12 hervorgeht, ist der 
Unterschied im Wachstum der Sexualorgane ein sehr ausgeprigter. 





Abb. 10 
Kontrolltier, 4 (128 g). Versuchstier, 4 (150 g). 





Abb. 11 
Kontrolltier, 2 (105 g) Versuchstier, 9 (124 g) 


Dieser Befund zeigt sehr deutlich, wie irrig die manchmal ver- 
tretene Auffassung ist, da die Thymus einen hemmenden Einflub auf 
die Entwicklung der Geschlechtsorgane ausiibe. Im Gegenteil, auf 
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Grund unserer jetzt zahlreichen Beobachtungen — diejenigen, die ich 
hier bringe, sind nicht die einzigen, da sie schon mehrfach im hiesigen 
Institut gemacht worden sind und ich selbst spater nochmals die gleiche 
Tatsache erweisen werde — darf behauptet werden, daB die Thymus 
durch ihren Gehalt an Thymocrescin ein wesentlicher Férderer der 
Entwicklung der Geschlechtsorgane ist. 





Abb. 12. Genitalorgane. 


Kontrolitier, ¢. Versuchstier, ¢. 
Kontrolltier, 4. Versuchstier, 4. 


Ich habe friiher schon bemerkt, daB die nach Aussage der Sulfo- 
salicylreaktion vollig eiweibfreie Thymocrescinlésung doch eine Fallung 
mit 95°,igem Alkohol ergab und auBerdem eine sehr schéne Biuret- 
reaktion, eine Biuretreaktion, wie sie fiir Peptone charakteristisch ist, 
lieferte. Diese beiden chemischen Eigenschaften der Lésung lieBen 
daran denken, daB etwa in der Lésung ein Polypeptid vorhanden sei, 
und ich ging daher an die Aufgabe, das Polypeptid durch Alkohol- 
fillung von der Lésung zu trennen. Der Alkoholniederschlag erwies 
sich als leicht wasserléslich und ergab wiederum eine sehr schéne Biuret- 
reaktion. Somit gewann ich zwei neue Fraktionen, den Alkoholnieder- 
schlag und das Filtrat vom Niederschlag. 

Die nachfolgende Versuchsreihe wurde mit drei Tiergruppen 
angestellt. Die eine erhielt taglich je 40 mg des Alkoholniederschlags 
in wasseriger Lésung subkutan injiziert, die zweite Gruppe erhielt 
das Alkoholfiltrat und die dritte Gruppe, mit Ringerlésung injiziert, 
diente zur Kontrolle. Die Nahrung war die bisherige, aus Magermilch 
und Brot bestehend. 


Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe bringe ich in den Tabellen IV, 
V und VI und in Abb. 13. 
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Tabelle IV. Tiere mit Alkoholfallunginjektion. 
‘ - , ‘ “ Gesamt- Durehschnitts- 
Zeit Tier Nr. Tier Nr. 2 lier Nr. 3 gewicht gewicht 
1930 g £ £ £ £ 
21. TX. 42 43 48 133 44,3 
26. 1X 48 48 5D 151 50.3 
29. IX. 49 49 57 155 51.6 
2. X. 57 58 64 179 59.6 
4. X. 57 69 67 184 61,3 
G. S. 60 67 71 198 66 
ae ® 73 89 82 235 78.3 
13. X. 73 73 64 210 70 
1G. X. 72 72 64 208 69,3 
18. X. 74 71 65 210 70 
a0. 2 Sl 78 72 231 77 
, es 111 108 100 319 106.3 
ae a 134 125 125 384 128 
5. XI. 146 131 127 44 134.6 
8. XI. 157 145 142 444 148 
12. XI. 163 145 144 452 150.6 
16. XI. 172 152 147 471 157 
Tabelle Tiere mit Alkoholfiltratinjektion. 

Zeit Tier Nr Tier Nr. 2 Tier Nr. 3 yore ee 
1930 £g £g £ £ g 
21. TX. 44 54 57 155 51.6 

26. IX. 7 7 57 
ae. 1d. 40 47 69 147 49 
= -e 47 53 70 170 56.6 
4. X. 43 50 77 170 56.6 
S A. 44 48 »D 147 49 
9, X. D4 5S 66 178 59.3 
a. 
Lh - /7, ung : 
——— Aovirrie 
—-— 4h -fitrat ot 1 
a 
4 
ee 
es 
4 - 
27 . A 
1 a 
a“ 
al 
a“ 
4, 7 
6 3 
4 
pee 4’ 
—-————— 
200 — a 
= J 
yam f 
Fee NS! 
169| pot s WY 
0 t SOOT Le SS A A 
271M. 26M 29M. 2X4X 6X. 2X. 14X. BX WX 20X, 254K. IX. $M. 8X). 7247. 4M. 
Abb. 13. 
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Tabelle VI. 


Kontrolltiere zu Tabellen TV und V. 





Datum Tier Nr. 7 Tier Nr. 8 Tier Nr. 9 porn aa 
1930 g g g g £ 
y: ot a 43 54 62 159 53 
26. IX. 41 DD 64 160 53.3 
Se. IX. 44 57 67 168 56 
, ae © a) 65 73 189 63 
S: 51 65 72 188 62.6 
Ss &. 1 67 76 194 64,6 
s ms 56 74 83 213 71 
Ia. 3. 76 72 55 203 67.6 
16. XX. 71 71 53 195 65 
i m&. 76 72 54 202 67,3 
20. X. 78 74 57 299 69.6 
Zo. X. 93 90) 66 249 83 
a. oe 106 106 73 285 95 
5. XI. L16 112 80 308 102.6 
& te 126 119 80 325 108.3 
12 XL 133 122 84 339 113 
16. XI. 148 131 $0 369 123 


Die mit dem Filtrat von der Alkoholfallung injizierten Tiere ver- 
hielten sich so schlecht, daB ich von weiteren Injektionen absehen 
muBte. Darin liegt schon eingeschlossen, dab die wirksame Substanz 
nicht in dieser Fraktion vorhanden sein kann. Sie ist, wie die zahlen- 
miBigen Befunde ergeben, in dem Alkoholniederschlag vorhanden, 
denn das Ausgangsgesamtgewicht der Tiere betrug 133 g, das Schlub- 
gewicht 471 g. Der Zuwachs demnach 338 g. Hingegen belief sich das 
Ausgangsgewicht der Kontrolltiere auf 159 g, ihr SchluBgewicht auf 
369 g, so daB ihr Gewichtszuwachs nur 210g betrug. Die Gewichts- 





Abb. 14. Kontrolltier, @ (90g). Versuchstier, @ (152 g) Alk.-Fillung 
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zunahme dieser beiden Gruppen steht demnach im Verhaltnis von 
etwa 5:3. 

Die ausgesprochene wachstumsférdernde Wirkung der mit Alkohol 
aus der bisherigen Thymocrescinlésung faillbaren Substanz geht sehr 
deutlich aus den Abb. 14 und 15 hervor, in denen nebeneinander je 
ein weibliches und je ein minnliches Kontroll- und Versuchstier ab- 


gebildet sind. 





Abb. 15. Kontrolltier, 4 (1448 @). Versuchstier, 4 (172 g) Alk.-FaAllung 


Die Sektion ergab die gleichen Unterschiede in der Organent wicklung 
wie in der friiheren Versuchsreihe. 

A. Sektionsbefund der Alkoholidilungsinieliionstiere, siehe Tabelle 1V, 
Tier Nr. 1, 2 und 3. 

Sehr kraftige Tiere; die Muskeln sind stark ausgebildet. 

B. Sektionsbefund der Kontrolltiere, siehe Tabelle IV. Tier Nr. 7, 
S und 

Normaler Wuchs und Situs. 


Vergleich der zwei obigen Gruppen A und B. 





K Kontrolltier, V Versuchstier. 
Versuch (172) Kontrolle (148) Versuch (152) Kontrolle (90) 
Organe ¢ . is 
Leber . i . 19.650 @ 8,250 ¢ 9.540 ¢ 5,120 ¢ 
Niere. ... ee 1.7 g lg eg 1.520 9 840 me 
. aera : 950 mg 680 mg 725 mg 450 mg 
Thymus . _— : é K , oo 
Herz und Lunge . . 3,480 g 2.930 ¢ 3,429 2 1,929 ¢ 
Darm . arid l~ K V kK 
RN She em x 275¢ 27¢ 
Samenblasen. . ; , =m 
Uterus , | K 
Ovarlum 350 mg 239 mg 
Thyreoidea , oe 7 > as 
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Die bessere Entwicklung der Geschlechtsorgane wird durch die Abb. 16 
bis 18 belegt. 





Abb. 16. 
Kontrolltier, # (148 g). Versuchstier, 4 (172 g). 





Abb. 17. 
Kontrolltier, 2 (90g). Versuchstier, @ (152 g). 


Die Tatsache, daB der wirksamere Teil sich in dem Alkoholnieder- 
schlag befindet, bedeutet methodologisch einen Fortschritt. Es hat sich 
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nimlich ergeben, daB die bisherige Thymocrescinlésung nur eine gewisse 
Zeit haltbar ist und dann trotz Sterilitat nicht blob ihre Wirksamkeit 
verliert, sondern sogar einen wachstumshemmenden Einfluf} mit det 
Zeit gewinnt. Solche Lésungen zeigen eine saure Reaktion, die vorher 


nicht vorhanden war. 





Abb. 18. Genitalorgane 


Linker Hoden linker Rechter Hoden rechter 
Kontrolltier, Versuchstier 
Kontrolltier, ¢. Versuchstier 
Die Tatsache, daB, nach den chemischen Reaktionen beurteilt, 
die wirksame Fraktion ein oder mehrere Polypeptide enthalt, besagt 
noch nicht, daB die wirksame Substanz selbst ein Polypeptid sei. Vor- 
laufig kann man nur behaupten, daB die Polypeptidfraktion der ‘Trager 
der Thymocrescinwirkung sei, und es wird weiterer Isolierungsversuche 
bediirfen, um vielleicht ein noch reineres Produkt aus der Thymus;zu 
erhalten. Jedenfalls aber sind wir schon so weit, dab der Reinheitsgrad 
unseres Produktes sehr zugunsten der Auffassung spricht, daB in det 
Thymus ein Stoff gebildet wird, der bei parenteraler Zufuhr einen stark 
wachstumsférdernden EinfluB besitzt. 
Zusammengefapt ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit der nach- 
folgende : 
1. Die bisherige Thymocrescinlésung wird weitgehend von EiweiB 
gereinigt und ist selbst in véllig eiweibfreiem Zustande befahigt, das 
Wachstum jugendlicher Tiere stark zu fordern. 


Biochemische Zeitschrift Band 234 9 
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2. Aus der eiweibfreien Lésung laBt sich durch Alkoholfallung 


ein in Wasser léslicher, stark Biuretreaktion gebender Kérper gewinnen, 
der ausgesprochen wachstumsférdernde Eigenschaften besitzt, wahrend 
das Filtrat der Alkoholfallung frei von solchen Wirkungen ist. Es ist 
daher das wirksame Thymocrescin entweder selbst ein Polypeptid, 
oder die Polypeptide sind Trager der noch unbekannten eigentlich 
wirksamen Substanz. 

3. Thymocrescin férdert nicht bloB das Wachstum des Skeletts, 
sondern in noch ausgesprochener Weise dasjenige der driisigen EKin- 
geweide. Ganz besonders stark ist der Wachstumsantrieb, den die 
Sexualorgane erfahren, woraus folgt, da die Thymus zur normalen 
Entwicklung der Geschlechtsorgane beitriagt und entgegen einer oft 
vertretenen Meinung nicht als ein die Geschlechtsentwicklung hem- 
mendes Organ betrachtet werden darf. 
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Methodische Mitteilungen. XV. 


Von 


Ludwig Pincussen. 


Uber die mikrochemische Bestimmung des Wolframs. 
Untersuchungen iiber den Wolframphosphorkomplex. II. 


(Zugleich ein Beitrag zur biologischen Wirkung der Schwermetalle.) 


Von 
Bruno Minz. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stidtischen Krankenhauses 


am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Der Gedanke, die Bestimmung eines physiologisch im Blute nicht 
vorkommenden, injizierbaren Metalls zur Grundlage einer Fest- 
stellung der Blutmenge zu machen, hatte zuerst Versuche mit Silber- 
verbindungen veranlaBt; iiber diese ist bereits berichtet!. Wir hofften 
nun, im Wolfram ein besonders geeignetes Reagens zu finden. 

Wie Versuche am Kaninchen gezeigt haben, werden 20 mg vom 
Tier bei intravenéser Darreichung gut vertragen. Bei 25 mg kénnen 
leichte Schockerscheinungen eintreten. Erst nach Injektion von etwa 
35 bis 40 mg tritt der Tod unter Kreislaufkollaps und Krimpfen ein. 
Im Serum erfolgt nach Zusatz selbst hoher Konzentrationen von 
Wolfram keine EiweiBfallung. Die toxische Wirkung des Metalls 
kann demnach nicht auf einer Verstopfung von GefaBen durch Eiweib- 
flockung beruhen. Es kam nun darauf an, den Chemismus der Wolfram- 
wirkung zunachst einmal in vitro zu versuchen. Dabei ergaben sich 
Fragestellungen, die dazu fiihrten, den gesamten Phosphorwolfram- 
komplex in den Kreis der Betrachtung zu ziehen?. 


' Zeitschr. f. klin. Med. 114, 623, 1930, Heft 4. 
2 Siehe hierzu die Mitteilung XTV von Pincussen und Roman, diese 


Zeitschr. 288, 344, 1931. 
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Vorversuche zur Methode. 


Wie friither ausgefiihrt (l.c. 2), gibt Wolframsiure zwar keine 
Ceruleoverbindung mit Phosphorsiure beim ZusammengieBen, woh] 
aber laBt sich die Phosphorwolframsaiure zu einer Blauverbindung 
reduzieren. Um nun zu versuchen, ob sich Wolframphosphatgemisch 
in Phosphorwolframsaure tiberfiihren liBt, erwirmten wir Natrium- 
wolframatlésungen, die je 1, 3, 5 und 10mg des Metalls enthielten, 
nach Zusatz von je 1 ccm n Phosphorsiure mehrere Stunden lang im 
Wasserbad. Nur in der letzten Lésung war eine schwache Blaufairbung 
zu erzielen, die im Uberschu8 von Carbonatsulfit verschwand. Es 
mu sich also hier um das Entstehen einer neuen sauren Phosphor- 
wolframverbindung handeln, in der die Phosphate eine gréSere Selb- 
stindigkeit in ihrem Reaktionsvermégen besitzen als das Wolfram. 
Die Phosphate waren in dem Gemisch nach Zusatz von Ammonium- 
molybdat regelmaBig kolorimetrisch! nachweisbar. Ist jedoch kein 
Phosphor zugegen, so 1aBt sich Wolframsaéure zu einer blaugriinen 
Lésung reduzieren. Die Wolfram-Farbreaktion laBt sich nur in schwach- 
saurem Milieu durchfiihren. In alkalischer Lésung erfolgt entweder 
sofort oder nach Aufkochen eine vorzeitige Reduktion des Hydrochinons, 
die sich durch eine intensive Braunfirbung kundgibt. Eine weitere 
Komplikation bildet die Anwesenheit von Eisen, das ebenfalls das 
Kintreten der Reaktion verhindert. Ist es nur in Spuren vorhanden, 
so kann es durch Zusatz von Blausiure unwirksam gemacht werden. 
Die Eisenwirkung ist hier demnach vorwiegend als katalytisch auf- 
zufassen. Die Farbreaktion selbst wird durch das Vorhandensein von 
Blausdiure nicht gestért. Auch Silicium, CaCl, und NaCl sind hierfiir 
belanglos. 


Will man also Wolfram in einer eisen- und phosphorhaltigen 
Fliissigkeit, wie sie das veraschte Blut darstellt, in kleinen Mengen 
nachweisen, so kommen zwei Wege in Frage. Man mu8 entweder 
Wolfram selbst zur Ausfallung bringen, oder man muB versuchen, 
das Eisen und die Phosphate zu entfernen, um im Riickstand das 
Wolfram bestimmen zu kénnen. 


Bekanntlich wird das Wolfram aus den Wolframatlésungen durch 
Zusatz von Séure als Wolframsdure ausgefallt. Es kam nun darauf 
an, festzustellen, durch welche Saéuren dies geschieht, in welchen Kon- 
zentrationen sie am empfindlichsten einwirken und welche Wolfram- 
mengen im giinstigsten Falle von ihnen noch zur Ausfallung gebracht 
werden kénnen. Als das beste Mittel hat sich in zahlreichen Versuchen 
die Salpetersiure bewahrt. 


1 L. Pincussen, Mikromethodik, 1930. 
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Setzt man zu lcem einer Natriumwolframatlésung, die 0,5 mg 
Wolfram enthalt, 2 ccm verschiedener konzentrierter Verdiinnungen 
von Salpetersdure hinzu, so erhalt man in der Kalte den starksten 
Niederschlag bei der Saureverdiinnung 5: 5, nach laingerem Stehen eine 
leichte Triibung in der Verdiinnung 4:6. Nach Erwarmen tritt eine 
intensive Triibung bei 4: 6, eine leichte noch bei 3:7 ein. In gréBerer 
Verdiinnung ist die Salpeterséiure hier als Fiallungsmittel nicht ver- 
wendbar. Der so erhaltene gelbe Niederschlag von Wolframsiure wird 
in Lauge gelést. Es muBte nun bestimmt werden, in welcher Laugen- 
konzentration noch gerade eine Lésung eintritt, ohne daB dadurch die 
Blaureaktion gestért wird. Ein Reihenversuch, in dem zur gleichen 
Menge Wolframsaure 1 ccm 15°, ige Natronlauge, sowie Verdiinnungen 
dieser bis 1 : 10 zugesetzt wurden, ergab, daB man mit der Verdiinnung 
2:10, also mit 3°,iger NaOH, nach kurzem Aufkochen noch eine 
klare Auflésung des Niederschlags erhalt. In dieser Konzentration 
stért die Lauge die oben beschriebene Farbreaktion nicht. 

Kin Analysengang miibte sich nach Feststellung dieser Tatsachen 
so gestalten lassen, dafs Wolfram aus einer unbekannten Lésung durch 





Zusatz von konzentrierter Salpetersiure als Wolframsaure zur Aus- 
fillung gebracht, in 3°,iger Natronlauge gelést und nach Anstellung 
der Farbreaktion kolorimetrisch bestimmt wiirde. Es hat sich hierbei 
herausgestellt, daB das eigenartige Verhaltnis, das zwischen Wolfram 
und den Phosphaten besteht, hierbei die gréBten Schwierigkeiten 
macht. In einer Wolframlésung, die Phosphate enthalt, kommt es 
nach Zusatz von Salpetersaure nicht zur Fallung, wahrend die Phosphor- 
wolframsaure aus ihrer Lésung gefallt wird. Die Menge von noch 10 mg 
Wolfram 1laBt sich aus einer wolframhaltigen veraschten Blutlésung 
trotz Phosphatgehaltes als Wolframsiure ausfallen, in 3°,iger Lauge 
auflésen und durch die anschlieBende Farbreaktion quantitativ nach- 
weisen. Der Nachweis kleinerer Mengen wird durch das Verhalten 
des Phosphorwolframkomplexes verhindert. 

Man muBte nun an den Versuch gehen, Wolfram von Eisen und 
von den Phosphaten zu trennen. Eisén konnte bei tropfenweisem Zusatz 
von Alkali in Siedehitze als Eisenhydroxyd gefallt und abzentrifugiert 
werden. In der iiberstehenden Fliissigkeit war Wolfram stets quantitatiy 
nachweisbar. Schwieriger gestaltete sich die Entfernung der Phosphate 
in den in Frage kommenden kleinen Mengen. 

Als Ausgangsobjekt fiir die Fallungsversuche wurde eine Losung be 
nutzt, die 1 mg Wolfram und 200 mg Natriumphosphat enthielt, die also 
ungefihr dem Phosphatgehalt des Blutes entsprach. Nach Zusatz von 


Magnesiamixtur und Ammoniak entstand ein Niederschlag, der die 
Phosphate enthalten muBte. In der iiberstehenden Flissigkeit war kein 
Wolfram nachweisbar. Wolfram allein wird jedoch durch das angewandte 
Gemisch nicht gefallt. Unsere Versuche, sowohl Wolframsiure wie auch 
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Phosphorsaure als Blei-, Silber-, Zinn- oder Bariumsalze zu fallen und durch 
ihre verschiedene Léslichkeit in Salpeterséiure zu trennen, fiihrten gleich 
falls nicht zum gewiinschten Erfolg. Setzt man zu einer Phosphatlésung 
in Siedehitze tropfenweise Ferrichloridl6sung hinzu, so tritt ein Niederschlag 
von Ferriphosphat auf, der jedoch nicht ganz quantitativ ist, da er sich 
im UberschuB des Fallungsmittels wieder auflést. AuBerdem geht Ferri- 
chlorid eine Verbindung mit Wolfram als Ferriwolframat ein. Beachtenswert 
ist, daB Phosphorwolframsiiure im Gegensatz zu unserem Ausgangs 
gemisch weder durch Silbernitrat noch durch Ferrichlorid oder Bleiacetat 
ausgefallt wird. 

Eine wirklich einwandfreie Trennung von Wolfram und Phosphor 
in kleinen Mengen konnte auf demselben Wege wie die Trennung von 
Phosphor und Silicium erreicht werden: die zu analysierende Fliissigkeit 
wurde zunachst in einem Platintiegel zum Verdampfen gebracht. 
Darauf wurde tropfenweise konzentrierte Schwefelséiure hinzugesetzt, 
die etwa vier- bis fiinfmal abgedampft wurde. Hierdurch werden die 
in der Lésung vorhandenen Phosphate in Phosphorsiure umgewandelt, 
die leichter fliichtig ist als Schwefelséure. SchlieBlich bleibt das durch 
die Blaureaktion nachweisbare Wolfram in dem Platintiegel zuriick. 


Ausfiihrung der Methode. 

Fiir den Mikronachweis von Wolfram selbst wurde die einganys 
erwahnte Reaktion ausgebaut, nach der durch Zusatz von Hydrochinon 
und Carbonatsulfit zu einer mit Schwefelsiure angeséuerten Wolfram- 
lésung eine intensive Blaufarbung auftritt. Es muBte nun nachgepriift 
werden, wie groB die Empfindlichkeit dieser Reaktion ist, und ob sie 
sich quantitativ verwerten laBt. Zu diesem Zwecke wurden an Hand 
einer Reihe von Natriumwolframatlésungen, die je 10 bis 100 mg 
Wolfram enthielten, Priifungen der Intensitaét der Farbreaktionen an- 
gestellt. Zu jeder Probe wurden zuniachst 1 ccm n Schwefelséure und 
2 cem einer Hydrochinonlésung zugesetzt. Nach etwa 2 bis 5 Minuten 
erfolgte dann die Zugabe von Carbonatsulfit. 

Die Hydrochinonlésung bestand aus 4g Hydrochinon, die in 200 cem 
Wasser gelést' und mit einigen Tropfen konzentrierter Schwefelsiure an- 
gesiuert wurden. Die Carbonat-Sulfitlésung setzte sich aus 40 g Natrium- 
carbonat, 7,5 g Natriumsulfit und Wasser bis zu 250 cem zusammen. 

Es konnte festgestellt werden, dai Wolfram in fallender Farbreihe, 
die mit der Zunahme seiner Verdiinnung einherging, noch bis zu 10 mg 
einwandfrei nachweisbar ist. Durch Verdoppelung der Konzentration 
in den Zusatzlésungen (Hydrochinon, Carbonatsulfit) gelang es, bis 
auf 1 mg Wolfram herunterzugehen, was jedoch nur einen ganz schwachen 


NI) 


Blauschimmer ergab. Eine weitere Verfeinerung der Methode konnte 
erst dadurch erzielt werden, dal die Reaktion des Hydrochinons 
intensiviert wurde. Dies geschah durch Aufkochen der wolframhaltigen 
Lésung unmittelbar nach dem Zusatz von 2ccm der Hydrochinon- 
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léisung. So konnte ein quantitativer Nachweis von noch etwa 0,3 mg 
Wolfram erzielt werden. Variationen in den Mengen der Reagenzien 
zu der Wolframlésung ergaben keine Anderung der Farbreaktion. Sie 
zeigt demnach nur den Gehalt einer Lésung an Wolfram an. 

Die mikrochemische Bestimmung von Wolfram geht demnach 
so vor sich, da die zu untersuchende Lésung (etwa 1 bis 2 cem) zu 
nichst mit lecem n Schwefelséure angesiuert wird. Dann werden 
2 cem der konzentrierten Hydrochinonlésung (8 g auf 200 com Wasser) 
zugesetzt. Nach kurzem Aufkochen und folgender Abkihlung folgt 
dann der Zusatz von 3ccm Carbonatsulfit (80g Natriumcarbonat, 
15g Natriumsnulfit zu 200 ccm Wasser). Dabei tritt eine deutliche 
Blaugrinfirbung auf, die etwa 10 Minuten unverandert anhalt, um 
dann in eine Gelbbraunfirbung tiberzugehen. Es ist demnach er- 
forderlich, die Lésung sofort nach Eintritt der Blaufarbung zu kolori- 
metrieren. 

Der kolorimetrische Vergleich wurde in dem von der Firma Leitz, 
Wetzlar, konstruierten, verbesserten Birker-Kolorimeter vorgenommen. 
Kine nach der beschriebenen Methode ausgefiihrte Reihe von Ver- 
gleichen fiihrte zu der in Abb. 1 wiedergegebenen Kurve. 
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Abb. 1. 


Sie ist gewonnen durch Vergleich von Wolframlésungen, die im 
gleichen Volumen 0,5 bis 2,0mg Wolfram enthielten. Es wurden 
innerhalb dieser Grenze Lésungen verschiedenen Gehalts miteinander 
verglichen. Die Abszisse enthalt die Ablesungen am Kolorimeter, 
die Ordinate die entsprechenden Wolframwerte. Wurde z. B. eine 
Lésung mit 0,5 mg Wolfram mit einer anderen mit 0,6 mg Wolfram 
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verglichen, so sind die entsprechenden Schichtdicken 36 und 30; wurde 
eine 0,5 mg enthaltende Lésung auf eine Schichtdicke von 36 eingestellt, 
so ergab die damit verglichene Lésung von 1,0 mg die Schichtdicke 18. 

Bei Kolorimetrierung kleinerer Mengen als 0,5 mg Wolfram nimmt 
man von den Reagenzien nur die Halfte; bei diesen kleinen Fliissigkeits- 
mengen ist es zweckmiabig, mit den dem Apparat beigegebenen Mikro- 
gefiBen zu arbeiten. 

Zusammenfassung. 


Auf Grund der friiher beschriebenen Blaufairbung einer Wolframat- 
lésung nach Reduktion mit Hydrochinon in saurer Lésung und nach- 
folgender Alkalisierung mit Carbonatsulfitlbsung wird eine Methode 
ausgearbeitet, die es gestattet, auf kolorimetrischem Wege 0,1 bis 
10 mg Wolfram in Lésung nachzuweisen. Die diese Reaktion stérenden 
Substanzen, Phosphor und Eisen, kénnen entfernt werden. In Blut 
oder Gewebe lassen sich mit dieser Methode nur grébere Mengen 
Wolfram ‘als 5 mg nachweisen, da bei der Veraschung der organischen 
Substanz anscheinend eine engere Bindung zwischen Phosphor und 


Wolfram zustande kommt, die die Trennung erschwert. 
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Neuerungen in der Nephelometerapparatur, insbesondere 
iiber die Triibungsmessung steriler Systeme’. 


Von 
Hans Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 16. Februar 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. 

Das Anwendungsgebiet der Nephelometrie hat sich in den letzten 
Jahren wesentlich vergréBert. 

Die Triibungsmessung ist als Untersuchungsform fiir analytische und 
kolloidehemische Aufgaben nicht allein in der physiologischen Chemie, 
sondern auch in der reinen und angewandten Chemie in steigendem Mabe 
zur Anwendung gekommen. Mannigfache neue Methoden sind ausgearbeitet 
worden!. So sind fiir die analytische Bestimmung kleinster Substanzmengen 
(d.h. meist weniger y) anorganischer Substanzen Methoden zur Bestim 
mung von Ammoniak!, Arsen', Calcium!, Chlor'’, Magnesium?, Phosphor 
siure', Schwefel! und Zink? beschrieben. Von organischen Substanzen 
sind unter anderem Aceton!, Dichlorathylsulfid + (Senfgas!), Fette! (Chole- 
sterin), Ole! und Fettsauren', Milehfett 8, Nucleinsiuren!, Proteine*, Purin 
basen?, Guanidin® und Chinin® der nephelometrischen Analyse zuganglich 
gemacht worden. Auch auf die Analyse von Substanzen, die durch ge- é 
eignete Reaktionen in fluoreszierende Verbindungen iibergefiihrt werden 


* Alle angegebenen Apparaturen wurden in gemeinsamer Arbeit mit 
der Firma F. Schmidt und Haensch, Berlin 8S 42, Prinzessinnenstr. 16, aus 
gebildet, von der sie in den Handel gebracht werden. 

1 Siehe hinsichtlich der Literaturstellen die zusammenfassende Dar 
stellung des Gebietes, l. c. S. 26, FuBnote 3 

2 L. Fairhall u. J. R. Richardsohn, Journ. Amer. Chem. Soc. 52, 
38, 1930. 

3 lec. §. 26, FuBnote 11. 

‘ P. Rona u. H. Kleinmann, diese Zeitschr. 140, 461, 1923; 150, 444, 
1924; siehe auch H. Rusznydk, ebendaselbst 133, 365, 1922; 141, 479, 1923; 
H. Rusznydk u. J. Erdés, ebendaselbst 206, 482, 1929. 

5 R. Rittmann, diese Zeitschr. 172, 36, 1926. 

6 BE. J. Sterkin u. J. 1. Heljqat, ebendaselbst 207, 8, 1929. 
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kénnen, wie z. B. Pflanzenglykoside (Asculin), ist die Nephelometrie aus 
gedehnt worden'. Insbesondere hat sich die Nephelometrie beim Studiun 
von Fermentwirkungen bewiahrt. Es seien hier nur die Methoden zur Be 
stimmung von Proteasen (Pepsin, Trypsin, Kathepsin) von Lipasen und 
Amylasen genannt?. ‘Kommen doch gerade fiir die Fermentforschung 
Reihenuntersuchungen in Frage, fiir die die nephelometrische Analyse, dir 
geringste Substanzmengen rasch und mit ausreichender Genauigkeit zu 
bestimmen erlaubt, besonders geeignet ist. Hinsichtlich der bisher vor- 
handenen analytischen Methoden (die hier nur auszugsweise angefiihrt 
werden) muB auf die zusammenfassende Darstellung des Gebietes hin 
gewiesen werden. 

Ebenso wie fiir analytische Aufgaben ist die Nephelometrie zunehmend 
fiir Untersuchungen verwandt worden, die kolloidchemische oder verwandte 
Aufgaben verfolgen. Fiir die Bestimmung der TeilchengréBe*, fiir die 
Messung von Dispersitiatsinderungen sowie zur Untersuchung aller der 
Bedingungen, die zur Dispersitiitsiinderung fiihren, ist die Methodik 
herangezogen worden. Gibt doch die Messung der Triibungsanderung 
eines fliissigen kolloidalen Systems die Méglichkeit, die Triitbungsanderung 
als Funktion der Zustandsénderung dieses Systems ganz allgemein zu ver 


folgen. Daher sind derartige Messungen sowohl fiir bakteriologische®, 
mykologische*, wie auch besonders fiir serologische Zwecke? ausgefiihrt 
worden. Es sei hier nur z. B. auf die Messung der Blutkérperchen 


senkungsgeschwindigkeit mittels des Nephelometers® und auf die Licht- 
beugungserscheinungen in Sera bei agglutinierenden Vorgaingen® !® hin 
gewiesen. 


Uber die Bedeutung der nephelometrischen Messung fiir die 
Untersuchung der Milch haben O. Gerngross und M. E. Schulz™ ein- 
gehende Untersuchungen angestellt. 


1 Klein u. H. Linser, diese Zeitschr. 219, 51, 1930. 

* le. S. 25, FuBnote 4, sowie S. 26, FuBnote 3. 

3 Yoe-Kleinmann, Photometric chemical analysis I]. Nephelometry. 
John Willy u. Sons, New York, 1929; hinsichtlich Methoden zur Ferment- 
bestimmung siehe H. Kleinmann in Oppenheimer-Pincussen, Die Methodik 
der Fermente. Leipzig, G. Thieme, 1929; s. auch die sehr gute Bibliographie 
bei Franceschetti u. Wieland, Arch. f. Augenheilkde. 99, 41, 1928 sowie 
J. Erdés, Zeitschr. f. anal. Chem. 80, 122, 1929. 

4 v. Angerer, Arch. f. Hygiene 93, 19, 1923: P. Rona u. H. Kleinmann, 
diese Zeitschr. 174, 22, 1926. 

5 S. Munter, Zeitschr. f. Hygiene u. Infektionskrankh. 106, 50, 1926; 
I. Roubal, Spisy lékarské fakulty Massarykovy university, Brné, 5, Nr. 2, 
69 (franzés. Zusammenfassung 85—88), 1927. 

6 G. Hockenyos, Science (N. Y.) II, 8. 459, 1928. 

J. Kabelik u. Mitarbeiter, Publications de la Faculté de Médecine, 
Brno, Sig. A. 8, 1922/23; Sig. A. 19, 1923/24; Sig. A. 27, 1924/25; Sig. A. 42, 
1927; gzusammenfassende Darstellung s. J. Kabelik, Kolloidzeitschr. 37, 
H. 5, 274, 1925. 

8 A. Aggazzotti u. C. Manzini. Boll. Soe. ital. Biol. sper. 4, 850, 1929. 
Dieselben, ebendaselbst 4, 854, 1929. 

M. Berliner, Zeitschr. f. Krebsforsch. 32, H. 1 u. 2, 171, 1930. 

't O, Gerngross u. M. E. Schulz, Milchwirtschaftl. Forschung 11, H. 1/2, 
118, 1930. 
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Trotz des Anwachsens des Gebietes steht es sicher noch im Anfang 
seiner Entwicklung. Die Méglichkeit, mit Substanzen, die analytisch 
erfabt werden sollen, Triibungsreaktionen auszufiihren und diese fiir 
die nephelometrische Bestimmung auszuarbeiten, ist kaum zu er- 
schépfen. Auch die Auswertung von Triibungsanderungen in kolloiden 
Systemen — und das sind nahezu alle biologischen Systeme — als Funk- 
tion der Systemanderung, ist nicht tibersehbar und steckt in den An- 
fangen. Sie ist besonders reizvoll, weil sie Messungen ohne direkte 
Beeinflussung des Systems auszufiihren gestattet. 

Die Entwicklung des Gebietes ist sicherlich zum groBen ‘eile 
begriindet in der Schaffung genauer und exakter Apparaturen zur 
Triibungsmessung. Als einen wesentlichen Vorzug der Entwicklung 
sieht Verfasser die Tatsache an, dai der weitaus grébte Teil aller 
Autoren in Amerika sowohl als auch in Europa sich bei der Triibungs- 
messung des sogenannten ,,nephelometrischen Prinzips** bedienen. 
Dasselbe beruht bekanntlich darauf, da8 als MeBprinzip die Anderung 
der Schichthéhe getriibter Fliissigkeit benutzt wird. Durch die Be- 
ziehung zwischen Konzentration und TeilchengréBe einerseits und 
Schichth6he andererseits ist es méglich geworden, die Handhabung 
der Triibungsmessung vollig analog der der Kolorimetrie auszubauen. 
Zahlreiche Methoden haben sich auf das bekannte ,, Beersche Gesetz* 
aufbauen und andere haben sich wieder gerade durch ihre Abweichung 
von demselben definieren und festlegen lassen. 

Die sehr komplizierte und in der Literatur wenig geklairte Frage 
iiber die Beziehung des bei der Nephelometrie gemessenen Lichtes zu 
den triibenden Teilchen liegt folgendermaBben: 

Die Funktion zwischen den triibenden Teilchen, ihrer Zahl, ihrer 
GréBe, Gestalt usw. zu dem gemessenen Licht ist eine aduberst viel- 
seitige. Es spielen hier alle ,,kolloidal wirksamen* Faktoren hinein, 
ebenso wie das von einer bestimmten Fliissigkeitsschicht -ausgesandte 
Licht durch Absorption, Brechung und Reflexion in anderen Schichten 
sekundar noch weiter beeinfluBt wird. Die Aufklirung dieser Ver- 
haltnisse ist ein Aufgabenkreis fiir sich’. Selbstverstandlich spiel 
auch das Mebinstrument mit einer ihm eigenen Konstante hinein. Hier- 
bei ist nicht der Fall gemeint, da®B das MeBinstrument optisch inkorrekt 
ist. Fehler, wie sie durch Lichtabschneidung usw. bei minderwertigen 
Instrumenten vorkommen, machen Messungen an sich illusorisch und 
seien von vornherein ausgeschaltet. Gemeint ist hier nur die auch 
bei korrekten Instrumenten in die Messung eingehende Apparats- 
konstante. 


8.26, FuBnote 1. P. V. Wells, 


1 Siehe hierzu Yoe-Kleinmann, 1. c., 
2, 267, 1922; Chem. Rev. 3, Nr. 4, 


Journ. Amer. Chem. Soc. 44, Nr. 


331, 1927. 
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Unter Beriicksichtigung der chemisch wie optisch gegebenen 
Bedingung haben sich nun bei der Ausarbeitung der Methoden aus den 
Kurven, die die Beziehung zwischen Konzentration oder Teilchen 
gréBe einerseits und Schichthéhe andererseits darstellen, diejenigen 
Teile ausschneiden und der Messung zugrunde legen lassen, die praktisch 
geradlinig oder zumindest exakt definierbar verlaufen. D. h. mit 
anderen Worten, die meisten aller angegebenen nephelometrischen 


Methoden benutzen die Anderung der Schichthéhe als MeBform und 


sind so ausgearbeitet, da fiir sie entweder unmittelbar das Beersche 
Gesetz gilt, d.h. daB Schichthédhe und Konzentration umgekehrt 
proportional sind oder daB eine abweichende Beziehung exakt de- 
finiert ist}. 

Auf dieser Einordnung der Methoden in das einfache und de 
Kolorimetrie analoge MeBprinzip beruht nach Ansicht des Verfassers 
die Grundlage der Entwicklung dieses Methodenzweiges. Da sie sich 
durchaus bewahrt hat, miiBbte die Entwicklung weiter die  gleiche 
Richtung gehen. 

Verfasser méchte daher betonen, dab er die Beibehaltung der Ein- 
heitlichkeit der MeBprinzipien fiir das ja noch junge Methodengebiet 
fiir besonders wichtig und erstrebenswert ansieht. 

Kine weitere Notwendigkeit zur Einheitlichkeit wird des weiteren 
in der prinzipiellen Beibehaltung der Messung gegen eine gleichstoff- 
liche, gleichartig behandelte Standardlésung gesehen. 

Verfasser war der erste, der fiir das von ihm angegebene Nephelo- 
meter einen festen, unveranderlichen, aber in der Intensitat variierbaren 
Triibungsstandard beschrieb?. Trotzdem sah Verfasser von einer fabrik- 
maBigen EKichung dieses Standards fiir einzelne Analysenformen ab und 
betrachtete ihn nur als ein Hilfsmittel in der Hand des geiibten Unter- 
suchers, Triibungen in speziellen Fallen, in denen das Vergleichsmateria! 
zu kostbar ist oder bei denen Veranderung von Triibungen in det 
Zeit untersucht werden sollen also pei methodischen Aufgaben 
zu messen. Es mub der Propagierung von Triibungsmessungen gegen 
einen festen, geeichten Lichtwert, also einer ,,absoluten Messung’’, 
vom Standpunkt des Methodikers durchaus widersprochen werden. 
Ebenso wie bei der Kolorimetrie ist es bei der Nephelometrie durchaus 
ratsam, prinzipiell die Messung durch Vergleich gegen eine gleichzeitig 
bereitete, gleichartige Vergleichslésung auszufiihren. Sind doch die 
zufalligen Bedingungen, die eine Reaktion beeinflussen, die Reinheit 
der Reagenzien, die Einfliisse des ,,Milieus**, ja der durch den Unter- 


1 F.H. Ritter, diese Zeitschr. 192, 337, 1928. 
2 H. Kleinmann, ebendaselbst 137, 150, 1923; s. hierzu auch J. A. 
de Loureiro, ebendaselbst 224, 337, 1930. 
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sucher selbst bedingte Faktor, wechselnd und nicht véllig exakt fest- 
zulegen, so daB prinzipiell die Reaktion einer Substanz nur gegen die 
gleichartige und gleichzeitige Reaktion der Vergleichssubstanz be- 
trachtet werden soll. Der Aufgabenkreis eines festen Standards wird 
hiervon nicht beriihrt und bleibt erhalten. 

Die Betonung der Erhaltung eines einheitlichen MeBprinzips machte 
es nun aber notwendig, dieses gemaiB den Erfordernissen neuer Auf- 
gaben fortzubilden. Trotz der Empfindlichkeit der nephelometrischen 
Methode machte die Begrenzung auf kleinste Substanzmengen bei 
biologischen Arbeiten (es sei z. B. die Analyse von Fliissigkeit der Augen- 
kammer! oder von Glomeruluspunktaten? genannt) es notwendig, die 
Mikroeinrichtung des Nephelometers weiter fortzubilden. Des weiteren 
erforderte das Interesse, das die Bakteriologie bzw. die Serologie der 
Nephelometrie zuwandte, die Ausarbeitung einer Apparatur, die es 
erméglichte, unter Benutzung der bisherigen bewahrten Nephelo- 
meterform mit Sicherheit steril zu arbeiten. SchlieBlich ist auch die 
Beleuchtung des Nephelometers weiter fortentwickelt worden. 

Es werden somit im folgenden |. eine neue Form der Mikro-Zusatz- 
einrichtung zum Kleinmannschen Nephelometer (Schmidt und Haensch, 
Berlin), 2. eine Vorrichtung zur Messung steriler Fliissigkeiten als Zu- 
satzeinrichtung fiir das Kleinmannsche Nephelometer und 3. eine neve 
Beleuchtungsvorrichtung fiir das gleiche Instrument beschrieben werden. 


Il. 


Wahrend die tblichen MakrogefaBe zum Nephelometer nach 
Kleinmann*® etwa 17 ccm Volumen erfordern, brauchte die Mikro- 
Zusatzeinrichtung, die in das Instrument eingefiihrt werden konnte, 
ein Volumen von 5 bzw. 3 ccm. 


Diese Mikro-Zusatzapparatur war so beschaffen, daB kleinere Tauch 
zylinder bzw. in der neueren Form Ejintauchkonusse* in den Apparat 
eingeschraubt wurden und daB dann, passend zu den kleineren Konussen, 
kleinere GefaBe zur Aufnahme der zu untersuchenden Fliissigkeit verwandt 
wurden. Bei Anwendung dieser GefaiBe trat durch die starke Kriimmung 
des engeren und daher im Vergleich zu den MakrogefaBen starker gekriimm 
ten Zylinders der GefaBwandung eine starke Brechung der auf die 
GlasgefaBe auffallenden Lichtstrahlen ein. Diese Brechung bedingte, 
daB nur ein sehr kleiner zentraler Teil des Lichtbiindels zur Messung 
benutzt werden konnte. Es wurde daher versucht, die Brechung der 


' 4. Franceschetti u. H. Wieland, Arch. f. Augenheilkde. 99, 2, 1928. 

2 T. von Heidiberq, diese Zeitschr. 192, 238, 1928. 

3 H. Kleinmann, diese Zeitschr. 99, 115, 1929; Kolloidzeitschr. 27, 
236, H. 5, 1920; diese Zeitschr. 187, 144, 1923; Kolloidzeitschr. 36, 
168, H. 3, 1925. 

4 Derselbe, diese Zeitschr. 179, 301, 1926. 
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Strahlen durch die zylindrische GefaBwandung dadurch aufzuheben 
bzw. zu verringern, da die Zylinder in vierkantige Glastrége ein- 
gesetzt wurden, die ihrerseits mit Wasser bzw. dem Lésungsmittel 
gefillt wurden, das in die zylindrischen NephelometergefiBe selbst 
getan wurde. Der mit Fliissigkeit gefiillte vierkantige Trog wirkte also 
gewissermaBen wie eine Immersion beim Mikroskop. Des weiteren wurde 
eine Blende in den Strahlengang des Apparats eingefiigt, die zwar das 
zentrale Lichtbiindel abgrenzte, dafiir das Gesichtsfeld aber stark ver- 
kleinerte. 

Das Arbeiten mit dieser Mikroeinrichtung war in verschiedener 
Hinsicht nicht vollkommen. Die Benutzung des vierkantigen Fliissig- 
keitstroges machte das System weniger handlich: die Handhabung 
der Mikroapparatur war miihseliger als die der Makroapparatur, und 
die relative Beweglichkeit der GefaiBe im Trog machte trotz der konus- 
artigen Ausbildung des Kintauchstabes eine Verschiebung des Licht- 
biindels nicht unmdglich. So konnte es bei unkritischer Handhabung 
direkt zu Fehlern kommen. Auch bedingten die Anwendung zwei- 
facher GlasgefaBe und einer Fiillfliissigkeit ein mitunter schwer zu 
erreichendes Mags von Sauberkeit; auch die starke Abblendung und 
hierdurch bedingte Verkleinerung des Gesichtsfeldes gestaltete die 
Ablesung gegeniiber dem Makroinstrument etwas schwieriger. 

Dem Ersatz dieser Mikroapparatur durch eine derartige, wie sie 
von Franceschetti und Wieland! angegeben wurde, kann nicht vor- 
behaltlos zugestimmt werden. Einmal andert die Anwendung einer 
Zylinderlinse an Stelle des mit Wasser gefiillten Vierkanttroges nichts 
Prinzipielles, da der fliissigkeitsgefiillte Trog mit eingesetztem Nephelo- 
meterglas ja ebenfalls eine Zylinderlinse darstellt. Des weiteren geht 
es aber auch nicht an, den Durchmesser der Nephelometerglaschen 
beliebig zu verkleinern, da die Konstruktion des Strahlenganges es 
verbietet, trotz der Zylinderlinse mit der Kriimmung der Zylinder 
allzuweit hinunterzugehen bzw. auBer acht zu lassen, dab die Aus- 
leuchtung des Gesichtsfeldes eine vollkommene ist. Es wird daher auch 
in der im folgenden beschriebenen neuen Mikro-Zusatzeinrichtung 
mit dem Volumen der Glaschen nicht weiter als bis zu 2,7 eem Volumen 
hinuntergegangen. Eine weitere Verkleinerung ware nur auf Kosten 
der Genauigkeit méglich. Dagegen wird die Mikroeinrichtung so ver- 
einfacht, daB ihre Handhabung sich vollkommen der der Makro- 
einrichtung anschlieBt. 

In der neuen Mikroeinrichtung, s. Abb. 1, ist das Immersions- 
system (Vierkanttrog) véllig fortgelassen. Die Messung geschieht 
einfach in kleinen Glaszylindern genau nach Art des Makrosystems. 
Dagegen ist auf die mechanische Fiihrung und optische Zentrierung 


1 A. Franceschettt u. H. Wieland, Arch. f. Augenheilkunde l. c. S. 29, 
FuBnote 2. 
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der kleinen GefaBe ein ganz besonderes Gewicht gelegt worden, so dab 
nur Lichtstrahlen aus dem zentralen Zylinderteil ins Gesichtsfeld gelangen. 
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Abb. 1. 


Zur Erreichung einer exakten Fiihrung wie auch zur Begrenzung 
des GefiBvolumens auf die unbedingt notwendige GréBe ist das 
NephelometergefaB so gestaltet, daB das GefaB nach unten unmittelbar 
in einen soliden GlasfuB c¢ vom gleichen Durchmesser iibergeht. Diese 
Kinrichtung hat auch den Vorzug, daB die unterhalb der unteren Blende 
befindliche, unbeleuchtete und eventuell reflektierende Fliissigkeits- 
schicht so klein wie méglich gehalten wird. Der GlasfuB ist genau in 
eine Hiilse des MetallfuBesd eingepaBt, der in das Nephelometer 
eingefiihrt wird und das Glas a oder 6 tragt. Zur weiteren Fixierung 
des GlasfuBes in der Metallhiilse preBt eine Feder e, die Hiilse 
seitlich durchbohrend, auf den GlasfuB. Als Eintauchstaibe dienen 
fiir das Mikrosystem besondere, kleinere, in das Instrument ein- 
zuschraubende Glaskonusse f. Die Nephelometergefibe werden gegen 
die Glaskonusse hochgezogen, bis sie gegen sie anstoBen, und sind 
somit oben durch den Konus, unten durch den GlasfuB vollstandig in 
ihrer Lage fixiert. Die GefaiBe werden mit Fliissigkeit derartig bis 
zur Fiillmarke gefillt, daB die Eintauchstabe eintauchen, die Fliissig- 
keit aber nicht iiberlauft. 

Die Marke soll, um die gleichmaBige Stellung der GefaéBwandung 


zu gewahrleisten, stets nach hinten zum Untersucher zeigen. Obgleich 
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die GefaBe sehr sorgsam ausgewahlt und im allgemeinen passend als 
Paare geliefert werden, ist es doch ratsam, zwei GefiBe als optisch 
gleichwertig zu prifen. Hierzu werden dieselben mit der gleichen 
triiben Lésung gefiillt und daraufhin beobachtet, ob sie bei gleicher, 
aber variierter Schichthéhe gleiche Helligkeit des Gesichtsfeldes liefern. 
Dasselbe Verhalten sollen sie beibehalten, wenn sie miteinander (d. h. 
rechts mit links) vertauscht werden. Sollten zwei GefaiBe einmal 
dies Verhalten nicht zeigen, so miissen optisch passende GefaBe aus- 
geprobt und stets als passendes Paar aufgehoben und benutzt werden 

Die Glaser werden in zwei verschiedenen Langen geliefert. Die 
kleineren von einem Volumen von etwa 2,7 ccm a sollen fiir Messungen 
bis zu 25mm Schichthéhe dienen. Weiter hinunter soll mit der Be- 
lichtung nicht gegangen werden, da sonst die Rundung der GefaBenden 
sich fehlerhaft auszuwirken beginnt. 

Die etwas gréBeren GefaiBe 6 von etwa 3,7 ccm Volumen gestatten 
die Benutzung der gesamten MeBskala bis 40 mm. 

Die Tabellen I und II zeigen zunachst die genaue Ubereinstimmung 
der neuen MikrogefaBe bei Einfiillung gleicher Lésungen c, und cy in 
beide Glaser und Messung verschiedener Schichthéhen. Des weiteren 
beweisen sie eine genau dem Makrosystem entsprechende (umgekehrte) 
Proportionalitat der Schichthéhen zur Konzentration bei Verwendung 
zweier Lésungen vom Konzentrationsverhaltnis 1:2. Als Triibungen 
dienten Casein-Chinidintriibungen. Diese wurden wie folgt hergestellt : 
Stammlésung: 12cem 0,25°,ige Caseinlésung (schwach alkalisch) 
+. 3ccm n Essigséure + Aqua dest. zu 46ccm. Von der Stammlésung 
werden 10 ccm mit n NaOH neutralisiert, mit Aqua dest. auf 15 ccm 


Tabelle I 


Mikrosystem (Inhalt etwa 3.7 ccm). 





Lésung ¢,, rechts . . . . . 10,0 /20,030,040,0 Alle Ablesungen stellen stets den 
Lésung cy, links (eingestellt) | 9,9 |20,1,30,1 39,8 | Durchschn. v. je 10 Ablesung. dar 
Abweichung in% . . . .| 1,0| 0,5 0,3 0,5 | Durchschnittlicher Fehler: 0,6° 

Lésung ¢;, links .. . 10,0 |20,0 30,0 40,0 

L sung C9, rechts(eingestll 10,1 |20,0 30,0 40,1 

Abw eichung in % cs shane te | om 0,3°,, 
Lésung ¢;/9. links . . . . «10,0 '20,0 30,0 40,0 

Lésung ¢9/g, rechts . . . . |10,1 |20,0 30,0 39,9 

Abweichung in% ..../1,0'0 0 0,25 0,3° 

Lésung cg, links . . 10,0 |20,0 30,0 40,0 

Losung c, rechts (eingeste It) 4,9 9,9 15,019.9 

Abweichung in% ... . (2,0) 10 0 O05 0,5° 

Lisunge, links .. . 5,0 10,0 15,0 20,0 


Losung ¢j, rec hts(eingestellt) 10,1 20,0 30,1 40,2 
Abweichung in ° . - « - 41,0) 0 | 0,8) 0,5 0,3°, 
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Tabelle 1/1. 


Mikrosystem (Inhalt etwa 2.7 ccm). 





Losung ¢;, links . . . . . . 10,0 20,0 25,0 Alle Ablesungen stellen stets den 
Losung ¢ 9, rechts (eingestellt) 10,1 19,9 25,1. Durchschn. vy. je 10 Ablesung. dar. 
Abweichung in®, . ....) 10 0,6 O04 Durehschnittlicher Febler: 0,6°, 
Losung ¢,, rechts . .. . ., 10.0 20,0 25,0 

Losung ¢g, links (eingestellt) . 9,9 20,0 24,9 

Abweichung in®, ..... 10 0 0.4 05° 
Losung c/2, links. . . . . . 10,0 20,0 25,0 

Lésung ¢. rechts (eingesielit) 4.9 9,9 12,8 

Abweichungin% .... .| 20) 1,0: 1,6 08°, 
Losung c, links ..... .! 50,10,0 12,5 

Losung ¢:2, rechts (eingestellt) 10,2 20,1 25,3 

\bweichung in ° a -cie 0.5; 12 08° 


gebracht, mit l0ccm m,15 Phosphatpuffer vom py 7,3 versetzt und 
mit 15cem gesiattigter Chinidin hydrochl.-Lésung getriibt. Fiir die 
Lésung ¢,/2 wurde eine Stammlésung mit 6 ccm Caseinlésung verwendet 
und sonst ebenso verfahren. 

Aus den Messungen geht hervor, da8 unterhalb einer Schichthéhe 
von 10mm nicht hinabgegangen werden soll, da sonst der MeBfehler 
prozentual zu hoch ansteigt. Bei Beriicksichtigung dieser Vorschrift 
iibersteigt der MeBfehler 0,5°, im allgemeinen nicht. Es scheint, daB 
der Fehler bei den 3,7-cem-Glaschen geringer ist als bei den 2,7-cem- 
GefaBen, doch kann dies auf der zufalligen Eignung der verwandten 
GefaBe beruhen. Die Glaser werden nach Benutzung am besten in 
Bichromat-Schwefelsaure aufbewahrt. 

Die Benutzung der Mikroblende am Okular ist nicht mehr not- 
wendig, sondern es kann das gesamte Gesichtsfeld zur Messung benutzt 
werden, was dieselbe ebenso leicht und handlich macht wie bei An- 
wendung der Makroapparatur. 

Ii. 


Da bei der iiblichen nephelometrischen Meéssung sowohl bei der 
Makro- wie auch bei der Mikroform ein Tauchstab in die Fliissigkeit 
eintaucht, eignet sich die Technik nicht zur Messung von Systemen, 
die wahrend und nach der Messung steril gehalten werden sollen. Wiirde 
die Fliissigkeit, die einer Reaktion oder zeitlichen Veranderung unter- 
liegt, nach der Messung nicht mehr gebraucht werden, so kénnte sie 
wahrend der Reaktionszeit in einem besonderen GefiBe steril gehalten 
und zur Messung in die tiblichen offenen Nephelometergefabe gefiillt 
werden. 

Fiir alle Falle aber, in denen man z. B. eine Benetzung von Instru- 
mententeilen (Eintauchstaiben) mit infektidsem Material vermeiden 
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méchte, und vor allem fiir alle die Falle, in denen man eine steril ge 
haltene Fliissigkeit fortlaufend untersuchen méchte, ist es notwendig, 
eine MeBtechnik anzuwenden, bei der die GefaiBe fiir die Messung nicht 
geéffnet werden brauchen. Derartige Untersuchungen kommen fii 
alle Zwecke in Frage, bei der eine bakterielle Veranderung eines System- 


ausgeschlossen werden soll, und diirften besonders auch in der Serologie 


bei der Untersuchung von Triibungsvorgangen in Sera, wie sie in letzte: 
Zeit mehrfach versucht wurden, eine Rolle spielen. Es wurde daher 
eine Zusatzapparatur ausgearbeitet, die in das Nephelometer des 
Verfassers einfiigbar ist und gestattet, steril gehaltene Systeme, ohne 
sie mit der Luft in Kontakt zu bringen, fortlaufend zu messen. Die 
getroffene Einrichtung ist folgende: 

Die auBere Form der NephelometergefaiBe entspricht der Gestalt 
der in Abb. 1 wiedergegebenen neuen Mikro-NephelometergefaBe. Die 
GefaiBe fiir das ,,sterile System‘ gehen ebenfalls in einen soliden 
GlasfuB iiber und werden von dem gleichen MetallfuB gefiihrt wie 
die genannten MikrogefiBe. Daher ist die Sicherheit ihrer Fiihrung 
auch die gleiche. Sie unterscheiden sich von den angegebenen ein- 
fachen MikrogefaBen nur dadurch, daB ihr oberer Rand aufgewulstet 
und plangeschliffen ist. 


In das GefaB taucht nun ein pilzartiger Eintauchstab h. Derselbe 
ersetzt den sonst am Nephelometer eingeschraubten Eintauchstab 
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insofern, als es sich um die Ausschaltung des Fliissigkeitsmeniskus 
handelt, und dient gleichzeitig zum sterilen VerschluB des Nephelometer- 
gefaBes. Die Abb. 2 zeigt die Anordnung sowohl geéffnet in den Einzel- 
teilen als auch geschlossen in die Nephelometerapparatur eingeschoben. 
Das untere Ende des Eintauchpilzes soll in die Fliissigkeit eintauchen. 
Es ist zylindrisch ausgebildet. Aufwarts verbreitert es sich stufen- 
formig. Die Stufei ist angebracht, damit sich in dem zylindrischen 
Raume k unterhalb der Stufe und konaxial dem Eintauchstab Luft- 
blasen aus der Fliissigkeit sammeln kénnen. Auch dient dieser Luft- 
raum gewissermaBen als Pufferraum fiir Druckschwankungen, wie 
sie bei Temperaturanderungen auftreten kénnen. Des weiteren dient 
die Verbreiterung des oberen Glaszylinders, der die Stufe darstellt, 
dazu, die Lage des Eintauchstabchens im Glase annahernd zu zentrieren. 
Die Unterfliche der Pilzplatte ist plangeschliffen und ruht auf dem 
geschliffenen und abgeplatteten Glaschenrand. Durch das Aufeinander- 
treffen genigend breiter, angeschliffener Flachen wird ein steriler 
VerschluB gewahrleistet. Es ist méglich, aber nicht notwendig, den 
Verschlu8B durch etwas steriles Fett zu sichern. Der Eintauchpilz wird 
auf das Glaischen durch eine zusammenschraubbare VerschluBbkappe 
aufgepreBt 1,,1,. Diese besteht aus einem iibergreifenden, zentral aus- 
geschnittenen Oberteil /, und einem auf das Glaschen von unten auf- 
streifbaren Unterteil /,. Auf dem Unterteil, also unterhalb des Glaschen- 
randes, befindet sich ein elastischer Gummiring m. Durch die Fiihrung 
der Kappe wird der Glaspilz endgiiltig im GefaB zentriert. 

Ist die VerschluBkappe zusammengeschraubt, so ist der Pilz fest 
auf das Glischen gepreBt und dasselbe steril verschlossen. In dieser 
Form kann das System beliebig gehandhabt werden, d.h. im Brut- 
schrank erwarmt oder beliebigen auBeren Versuchsbedingungen unter- 
worfen werden. 

Zur Messung wird das gesamte geschlossene System in das Nephelo- 
meter eingeschoben. In diesem sind vorher die konischen Eintauch- 
staébe durch kiirzere zylindrische Glasstibe n ersetzt worden. Gegen 
diese Glaszylinder wird das sterile geschlossene System hochgeschoben 
und angedriickt. Der eingeschraubte Zylinder paBt in den Ausschnitt 
der VerschluBkappe und wird durch ihn gefiihrt. Seine Lange ist genau 
so bemessen, da nunmehr die untere Fliche des Eintauchpilzes um 
ein geringes héher liegt als die Kante der oberen auBeren Blende des 
Nephelometers. Hierdurch wird die optische Korrektheit des Strahlen- 
ganges im Instrument genau wie bei der Makroapparatur gewahrleistet. 
Der in den Apparat geschraubte gekiirzte Zylinder und der Eintauch- 
pilz stellen in ihrer Gesamtheit den urspriinglich verwandten einheit- 
lichen Eintauchstab dar. 


Die Handhabung des Systems ist nach dem Gesagten sehr einfach. 
3 
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Die in Schwefelséurebichromat aufbewahrten GefaiBe (selbst- 
verstandlich ohne die Metallfassungen) werden abgespiilt, getrocknet 
und in einem gréBeren zugestopften GlasgefaB trocken sterilisiert. 
Der Eintauchpilz h kann zusammen oder getrennt von dem Glaschen 
sterilisiert werden. Die Metallkappen /,, /, kénnen zur Sicherheit mit 
sterilisiert werden; dies ist aber ebenso wie die Sterilisierung des Gummi- 
ringes nicht unbedingt notwendig, da sie ja nur von auBen mit dem 
Glase in Beriihrung kommen. Der Gummiring m kann durch Alkohol 
gezogen werden, 

Sind die Glaser sterilisiert, so kann die zu untersuchende Fliissigkeit 
eingefiillt und das Gefa2 durch Einsetzen des Pilzes geschlossen werden. 
Wichtig ist, beim Einfiillen genau die Héhe, auf die aufzufiillen ist, 
zu kennen. Die Fliissigkeit ist so hoch zu fiillen, daB das zylindrische 
Ende des Pilzes sicher eintaucht, andererseits soll die Fliissigkeit die 
Stufe nicht erreichen, sondern es soll zwischen dem Fliissigkeitsmeniskus 
und der Stufe ein Luftraum k bleiben. Da die Glaser eine Fiillmarke 
haben, kann die Fillhéhe, d. h. die genaue Stellung des Meniskus zur 
Marke leicht ein fiir allemal ausgeprobt werden. 

Nun wird, wenn dies noch nicht vorher geschehen ist, zuerst der 
Gummiring, sodann der untere Kappenteil von unten her iiber das 
GefaB gestreift und der Pilz durch Aufsetzen und Zusammenschrauben 
der Kappe fest angedriickt. In besonderen Fallen kann der Glaswulst 
bzw. GefaBrand vorsichtig mit sterilem Fett gedichtet werden. 

Man betrachte das Glischen von oben her durch den Pilz. Sind 
Luftblasen unter dem Eintauchzylinder, so sind sie durch eine leichte 
Bewegung in den Luftraum neben dem Zylinder zu bringen. Sie be- 
hindern hier den Strahlengang nicht. Um eine zu starke Gasent wicklung 
aus der Fliissigkeit zu verhindern, ist es zweckmaBig, Lésungen, die 
erwarmt werden (z. B. Lésungen, die in den Brutschrank kommen), 
schon vor dem Einfiillen auf die geforderte Temperatur vorzuwarmen. 
Ist das System geschlossen, so kann es beliebig benutzt werden. Es 
wird in den Metallfu8 egngesetzt, in den Apparat gefiihrt und hoch- 
gezogen. Vorsichtige Handhabung zur Verhiitung einer Zerschrammung 
der Glasteile ist selbstverstindlich. Der eingeschraubte Glaszylinder 
soll in die zentrale Kappenéffnung eingreifen und die Platte des Glas- 
pilzes leicht aber deutlich beriihren. Eine besondere Immersions- 
fliissigkeit, wie Cedernholzél, zwischen den beriihrenden Glasschichten 
ist dann nicht notwendig, schadet aber auch nichts. 


Es ist sorgfaltig darauf zu achten, daB nicht nur die GefaBe — wie 
iiberhaupt bei der Nephelometrie — stets von gréBter Sauberkeit sein 
miissen, sondern daB auch im besonderen der Glaspilz peinlich sauber 
gehalten werden muB. 
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Wird das System nach einiger Zeit, z. B. nach dem Aufenthalt im 
Brutschrank, wieder untersucht, so mu8 man sich davon iiberzeugen, 
daB sich keine Gasblasen unter dem Eintauchzylinder angesammelt 
haben, gegebenenfalls muB man dieselben durch eine leichte Bewegung 
in den seitlichen Luftraum bringen. 


Ablesung und Messung geschieht genau wie bei der sonstigen 
Nephelometerapparatur. 

Kine Priifung der beschriebenen Apparatur zeigt Tabelle ILI. 
Es sind sowohl Messungen der gleichen Fliissigkeit (c, und cy, Casein- 
chinidintriibungen, wie in Tabellen I und II) in beiden GefaiBen bei 
variierten Einstellungen, als auch Messungen von Lésungen vom 
Konzentrationsverhaltnis 1:2 ausgefiihrt. Die Abweichung betragt 
im allgemeinen —- 0,5°, und iiberschreitet nie 1°, 


Tabelle 111. 


Steriles System. 





Losungc¢,, rechts . . 10,0 20,0'30,0 40,0 Alle Ablesungen stellen stets den 
Losung ¢g, links (eingestellt) . 10,1 20,0/29,9 39,8 , Durchschn. v. jé 10 Ablesung. dar. 
Abweichung in®,,. . . . . 10 0 | 0,3) 0.5 | Darchschnittlicher Fehler: 0,45° ,, 
Losung¢,,links. . . . 10,0 20,0 30,0,.40,0 

Losung c,, rechts (eingestellt ) 10,1 20,1'30,0,40,1 

nee: Ss. « ws ec BOL ee © | ee 0,45°,, 
Lésung ¢/2, links . . 10.0 20,0'30,0 40.0 

Lésung ¢c, rechts (eingeste slIt) ) 58 10,2'15,1'20,0 

Abweichung in®,. . . . .. 6,0) 2,0) 0,6) 0 0,9°% 
Loésung c, links... . 5.0 10,0 15,0'20,0 , 

Loésung c/2, rec hts (eingest. ) 10,4'20,1,30,0 40.2 

Abweichung in®,. .... 4005 0 05 0,3°% 

iv. 


Das Nephelometer wurde bisher durch eine in geniigender Ent- 
fernung aufgestellte und ausgerichtete mattierte Gliihbirne beleuchtet. 

Diese einfache Beleuchtungsform ist ausreichend, bedingt aber, 
daB die Stellung der Lampe zum Instrument des 6fteren eingestellt 
werden mu, und hat den MiSstand, daB der Untersucher dadurch, 
daB er am Instrument vorbei ins Licht schaut, leicht geblendet wird 
bzw. sein Auge nicht geniigend an die Dunkelheit adaptiert. Zur Ver- 
vollkommnung der Beleuchtung ist daher folgende Apparatur gebaut 
worden (s. Abb. 3). Sie besteht aus einem geschwarzten Rohre von 
rund 1 m Lange und etwa 18 cm Durchmesser. 


Dieses Rohr ist an seinem einen dem Nephelometer zugekehrten 
Ende durch eine Plattea verschlossen, die einen quadratischen Aus- 
schnitt von 10 cm Seitenlinge trigt. Das andere, dem Nephelometer 
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abgekehrte Ende, tragt einen in das Rohr einschiebbaren Stutzen b, der 
mittels Fassung eine starkkerzige Opalglas-Osram-Nitralampe tragt. 
Der Teil des Rohres, der die Lampe umschlieBt, hat Ventilations- 
offnungen, die durch tibergreifende Platten c,, c, gegen Licht abgedeckt 
sind, 

















Abb. 3. 


Innerhalb des Rohres, quer zu seiner Langsachse, sind fiinf Kreis- 
blenden d angebracht. Dieselben haben den Zweck, Lichtstrahlen, die 
schrag auf die Rohrwandung auffallen oder durch sie reflektiert werden, 
abzublenden und eine gleichmaBige zentrale Beleuchtung des Meb- 
instruments zu gewahrleisten. 


Die Handhabung der Beleuchtungsapparatur geschieht derart, 
daB zunachst die fiir die Stromquelle geeignete Lampe in die Fassung 
geschraubt wird, nachdem der Stutzen 6, der die Fassung tragt, 
aus dem Rohr durch leichtes Drehen herausgezogen ist. Sodann wird 
der Stutzen mit der Lampe eingesetzt und das Licht eingeschaltet. 
Das Rohr wird so dicht wie méglich an die Vorderflache des Nephelo- 
meters herangeriickt und so gestellt, daB die quadratische Blende die 
Nephelometerfenster voll beleuchtet. 


Damit ist die Aufstellung beendet. 


Die Beleuchtungseinrichtung gewahrleistet die Anwendung einer 
geeigneten Lichtstarke und die genaue Entfernung der Lichtquelle. 
Sie erfordert beim Aufstellen kaum einen Handgriff und macht die 
éftere Zentrierung der Lampe unnotig. Sie gibt unter Beriicksichtigung 
der GréBenverhiltnisse eine praktisch ausreichende parallele Be- 
leuchtung und erlaubt dem Untersucher, im Dunkelraum bequem ohne 
Blendung des Auges zu arbeiten. 

















der 


agt. 
yns- 


ckt 


eis- 
die 
en, 
ef- 


irt, 
ing 
gt, 
ird 
et. 
‘lo- 


die 


1er 
le. 
lie 
ng 
3e- 
ne 








Beitrag zur asymmetrischen Adsorption. 
Von 
H. Fischgold und R. Ammon. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instutits der Universitat, 
Berlin. ) 


(Eingegangen am 19. Februar 1931.) 


Es gibt wenig Beispiele fiir optisch auswahlende Adsorption. 
Im eigentlichen Sinne ist wohl tiberhaupt eine asymmetrische Adsorp- 
tion, d. h. die ungleiche Adsorbierbarkeit zweier antipodischer Kérper 
an ein optisch inaktives Adsorbens nicht wahrscheinlich, da hierbei 
stets nur spiegelbildlich isomere Produkte auftreten kénnen, die gleiche 
chemische und physikalische Eigenschaften besitzen. Asymmetrische 
Adsorption ist nur dann zu erwarten, wenn die Méglichkeit zur 
Bildung von Diastereomeren gegeben ist (schematisch ]-A d-B und 


l-A 1-B). 


Als es noch tiblich war, zwischen chemischer Verbindung und Adsorption 
einen sehr strengen, prinzipiellen Unterschied zu machen, war man sogar 
geneigt, auch bei optisch aktiven Adsorptionsmitteln von vornherein 
eine auswahlende Adsorption abzulehnen; traten bei derartigen Versuchen 
doch asymmetrische Verhiltnisse auf (z. B. beim Firben), so wurde diese 
Erscheinung als Beweis fiir die rein chemische Natur des Vorganges auf- 
gefaBt. Gegenwartig, wo die Grenzen zwischen echter chemischer Ver- 
bindung und Adsorptionsverbindung mehr flieBend geworden sind, hat 
diese Frage an Gegenstindsichkeit verloren und soll in der vorliegenden 
Arbeit nicht weiter diskutiert werden. Sie hat fiir uns nur insofern Bedeutung, 
als eine Reihe von Untersuchungen, die unsere Fragestellung beriihren, 
unter dem genannten Gesichtspunkt angestellt worden sind. Wéilstdtter' 
untersuchte, ob die tierische Wolle aus Lésungen racemischer Alkaloide 
wie Atropin und d, l-Homatropin einen Antipoden besser aufnahm. Er 
fand, daB sowohl das von der Wolle aufgezogene als auch das in der Flotte 
zuriickbleibende Alkaloid optisch inaktiv war. Ein Unterschied der Auf- 
nahmefahigkeit fand sich erst, als es gelang, optisch aktive Farbstoffe und 
ihre Racemate herzustellen. Wir verdanken Porter? und Mitarbeitern 


1 R. Willstdtter, Ber. d. D. Chem. Ges. 37, 3758, 1904. 
2 W. Porter u. Hirst, Journ. Amer. Chem. Soc. 41, 1264, 1919; W. Porter 
u. H. Ihrig, ebendaselbst 45, 1990, 1923. 
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die Synthese einer Reihe von geeigneten Farbstoffen und die Ausfiihrung 
von Farbversuchen an optisch aktivem Material (Wolle, Seide). Die be 
merkenswerteste Arbeit ist die Untersuchung von Porter und TIhriq*, die 
aus d- und |l-m-Amino-Mandelséure durch Diazotieren und Kuppeln mit 
B-Naphthol die beiden optisch aktiven Modifikationen und das Racemat 
des Azofarbstoffs 


N=N 
OH CHOH.COOH 
na 


bereiteten und untersuchten, ob Wolle fiir eine Modifikation eine spezifische 
Aufnahmefahigkeit besitze. Es wurde gefunden, daB beim Einwirken 
sowohl der einzelnen optisch aktiven Modifikation als auch des Racemats 
dieses Azofarbstoffs auf Wolle die d-Form leichter und schneller  autf- 
genommen wird als die l-Form. Auch Ingersoll und Adams? und Brode und 
Adams® stellten ihnliche racemische Farbstoffe her und fanden. wie zu 
erwarten war, gleiche Adsorbierbarkeit an optisch inaktive Adsorptions 
mittel (Kohle, Kreide, Aluminiumhydroxyd usw.), dagegen unterschied- 
liches Verhalten der beiden Antipoden gegeniiber tierischem oder pflanz- 
lichem Material. 

Wir haben die Frage der asymmetrischen Adsorption aufgenommen, 
da wir glauben, daB dieses Problem in der Biologie, z. B. bei der Ferment- 
wirkung, von Bedeutung ist und wir in sehr einfachen Versuchsansatzen, 
gleichsam in Modellversuchen, zeigen kénnen, daB asymmetrische 
Verhaltnisse bei Adsorptionsversuchen unter bestimmten Bedingungen 
auftreten kénnen. 

Wir untersuchten die Adsorption einer racemischen Saure, Mandel- 
sdure, bei gleichzeitiger Gegenwart eines Alkaloids in wasseriger Lésung 
an ein optisch inaktives Adsorptionsmittel. Hierzu verwandten wir 
Mercksche Tierkohle, die mehrere Stunden im Warmeschrank bei 100° 
getrocknet und im CaCl,-Exsikkator aufbewahrt wurde. Diese Kohle 
wurde in den wasserigen Lésungen von racemischer Mandelsaure und 
Alkaloidsalzen (z. B. Chininchlorid, Chinidinchlorid usw.) bei Zimmer- 
temperatur 2 Stunden geschiittelt und dann abfiltriert. An einem 
kleinen Teil des kohlefreien Filtrats wurde der Sauregehalt durch 
Titration ermittelt und damit nach Kenntnis des Sauretiters vor dem 
Kohlezusatz die adsorbierte Mandelsiure der GréSenordnung nach 
bestimmt. 

Unser Augenmerk richteten wir nur auf das eventuelle Drehungs- 
vermégen der in der Lésung verbliebenen, nicht adsorbierten Mandel- 
siure. Zu diesem Zwecke muBten wir das Filtrat des Adsorptions- 
ansatzes chemisch aufarbeiten, um die Mandelséure méglichst quanti- 


! W. Porter u. H. Ihrig, Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 1990, 1923. 
2 W. Ingersoll u. R. Adams, ebendaselbst 44, 2930, 1922. 
3’ R. Brode u. R. Adams, ebendaselbst 46, 2032, 1924. 
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Asymmetrische Adsorption. +] 


tativ und absolut alkaloidfrei wieder zu gewinnen. Das Filtrat wurde 
mit Ammoniak alkalisiert, um den gr6éBten Teil des nicht adsorbierten 
Alkaloids auszufallen; nach Filtration wurde die Lésung mit Schwefel- 
siure stark angesduert und etwa 6 Stunden in einem Extraktions- 
apparat kontinuierlich ausgeathert. Da die salzdhnlichen Alkaloid- 
siureverbindungen in Ather relativ schwer léslich sind, so konnten 
auf diese Weise die nach der Ammoniakfallung noch verbliebenen 
\lkaloidspuren mihelos von der leicht atherléslichen Mandelsiure 
vetrennt werden. Der Ather wurde dann mit wasserfreiem Natrium- 
sulfat versetzt und nach zwolfstiindigem Stehen hiervon durch Filtra- 
tion befreit und abdestilliert. Die nicht adsorbierte Mandelsaure hinter- 
bleibt im Riickstand, der zu einer weiBen Kristallmasse erstarrt. Die 
Kristalle werden in méglichst wenig H,O aufgelést, die Lésung wird 
noch gegebenenfalls filtriert, titriert, polarisiert und immer mittels 
des Alkaloidreagens, einer Quecksilberkaliumjodidlésung (HgCl, 
1,355 ¢; KJ 5,0g auf 100ccm H, QO), auf etwaige Alkaloidbeimengungen 
gepriift. Diese Priifung fiel immer negativ aus. 

Fiir jeden Versuchsansatz dienten 4g Kohle; die Lésung hatte 
ein Gesamtvolumen von 200cem. Alkaloid-! und Mandelséuremengen 
sind in der Tabelle I angegeben. In den letzten Spalten sind die Daten 
eingetragen, die zum [a], der zum SchluB erhaltenen Lésung der nicht 
adsorbierten und isolierten Mandelsiure fiihrten. 

Wie ersichtlich, ist nahezu bei allen untersuchten Alkaloiden die 
nicht adsorbierte und isolierte Mandelsaure optisch aktiv, wenn auch 
nur in mehr oder weniger kleinem MaBe. (Das [a], der aktiven 
Mandelsiure betragt + 156°). Es zeigte sich zufallig, daB bei den 
meisten Versuchen die Drehung der wiedergewonnenen Mandelsiéure 
von entgegengesetztem Vorzeichen ist als die Drehung des Alkaloid- 
salzes selbst. Infolge dieses Verhaltens hatten wir die Sicherheit, 
daB die aufgetretene optische Asymmetrie nicht durch -Alkaloidbei- 
mengungen hervorgerufen war. 

Die Tatsache der asymmetrischen Adsorption ist wohl so zu 
deuten, daB aus dem Alkaloid und der d, !-Mandelsaure die diastereo- 
meren Alkaloidmandelate entstehen, die verschiedene Adsorbierbarkeit 
an Tierkohle aufweisen kénnen. So bilden sich z. B. im Chininversuch 
das (l-)Chinin-l-Mandelat und das (l-)Chinin-d-Mandelat, die nicht 
mehr optische Antipoden sind und daher ein verschiedenes chemisches 
und physikalisches Verhalten zeigen kénnen, in diesem Falle ver- 
schiedene Adsorbierbarkeit an Tierkohle, wobei dem Chinin-l-Mandelat 
die gréBere Adsorbierbarkeit zukommt, denn die nicht adsorbierte 


' Den Vereinigten Chininfabriken, Mannheim, sprechen wir an dieser 
Stelle unseren Dank fiir die iiberlassenen Chinaalkaloide aus. 
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zur ungefiihren Orientierung tiber die Grife der Adsorption. 











Asymmetrische Adsorption. 43 


Mandelsaure ist nach Tabelle I rechtsdrehend. Es ist wahrscheinlich, 
daB im lebenden Organismus oft prinzipiell ahnliche Verhaltnisse 
gegeben sind, und wir glauben, daB unsere Untersuchung zur Deutung 
stereochemischer Probleme in der Biologie, wie z. B. der stereochemi- 
schen Spezifitat der Fermente, mit herangezogen werden kann. 

Man hatte erwarten kénnen, das die unterschiedliche Adsorption 
der unterschiedlichen Léslichkeit der diastereomeren Alkaloidmandelate 
parallel ginge. 

Wir verdanken A. McKenzie' die Léslichkeitsbestimmungen der 
salzartigen Verbindungen der antilogen Formen der Mandelséiure mit einer 
Reihe von Alkaloiden in Wasser. Tabelle Il gibt diese Ergebnisse nach 
McKenzie wieder, in der angefiihrt ist, welche Modifikation der Mandel 
siure mit dem jeweiligen Alkaloid die schwerer lésliche Verbindung liefert. 
In die zweite Spalte dieser Tabelle haben wir die leichter adsorbierbare 
Form mit eingetragen und ersehen, dai Schwerldslichkeit und Leicht- 
adsorbierbarkeit nicht immer parallel gehen. 


Tabelle 11. 





Alkaloid ate as 
ee. Cy Se ae ee d d 
Cinchonidin. . .... a d ? 
NGS gs Gh he he, She we l l 
EE Se a ee ee l d 
Strychnin. .... ee as d l 
hg ae ieee ome ae d l 
a a ere ae l | 


Wir haben am Beispiel der Chinin-Mandelsaureadsorption die 
quantitativen Verhaltnisse bei Variation der Chinin- und der Mandel- 
siuremengen bei festgehaltener Tierkohlemenge naher untersucht. 
Das Ergebnis ist aus Tabelle III ersichtlich. 


’ 


Tabelle 111. 





Daten der isolierten Mandel 


Ver- Mandel- Fs mony oo 

such siure Alkaloidzusatz n/l0 NaOH Konz | 

Nr. OF, cathe J _ dm l¢lp 
1 5,0 0,é 8,0 5.25 | + 0,06; 2 + 0,60° 
2 3,3 0,3 8,0 90 | +012) 2 |+ 0,67 
§ 2,0 0,3 6,7 81 +017) 2 1,05 
4 1,0 0,3 5,37 5,2 0,06 1 + 41,15 
5 1,0 0,25 > °,Chinin-H Cl 5,42 5,26 | + 0,06 1 + 1,14 
6 1,0 0,5 5,46 11,3 + 0,20; 1 1,76 
7 1,0 1,0 5,46 4,78 | +- 0,08 1 + 1,67 
8 1,0 2,0 4,42 5,25; +012 1 + 2.29 
y 2,0 2,0 5,91 16,8 | +0,12; 1 + 90,72 





1 4. McKenzie. Journ. Chem. Soc. London 75, 964, L899. 











44 H. Fischgold u. R. Ammon: 


Wegen der Kleinheit der absolut erhaltenen [«]»-Werte ist eine 
genaue Auswertung der Versuche in quantitativer Hinsicht nicht 
recht méglich, doch scheint es, daB bei ungefahr aquimolaren Ver- 
haltnissen (Versuch 8) die optische Auswahl am gr6éBten ist (Molekular- 
gewicht der Mandelséure 152, des Chininchlorids 307, mithin betragt 
die Molaritat in Versuch 8 ftir beide K6érper 0,066). 

Es wurde ferner untersucht, ob die Aziditat, die Qualitat der 
Kohle, die Reihenfolge der Adsorption die asymmetrischen Verhaltnisse 
verandern. Diese Versuche gibt Tabelle IV wieder. Die Mandelsaure- 
khonzentration war hier stets 1°). 


Tabelle IV. 





Daten der isolierten Mandel- 


Pitrations- siurelésung 


Ver- lifferen; 
such Alkaloidzusatz in 10 Na OH Konz Bemerkungen 

Nr. pro 10 cem oe a (dm) [<], 

l 0,3 8,62 +013 2 +1,79° Angesiiuert 

2 | 0,3 _ 2,46 + 0,10 2 +2,03  Neutralisiert 

; ’> Chinin- — y . 

3. 08 HCl 5,51 5,4 0,065 1 1,20 | Vorherige Al- 
kaloidadsorp- 
tion 

4 03 5,37 5.2 +006 1 | +115 | Gleichzeitige 
Adsorption 
von Alkaloid 
und Saéure 

5 60,3 ; 5,34 6,7 —0,05 1 —0,74' Vorherige Al 

° ,Chinidin- kaloidadsorp- 
HCl tion 

6 | 0,3 5,54 7,38 0,07 1 0.95  Gleichzeitige 
Adsorption 
von Alkaloid 
und Séure 

7 | 0,3°, Chinin-HCl 3.72 129 + 0,05 1 +0,39 Adsorption an 
gereinigte 
Kohle 


In Versuch | wurde die Adsorptionslésung mit 2ccm n H,SO, 
angesduert, in Versuch 2 mit n Natronlauge bis zur eben beginnenden 
Ausfallung des Chinins neutralisiert ; die Auswahl ist hiervon unabhangig. 
Wird zunachst die Alkaloidlésung mit der Kohle 1/, Stunde geschiittelt, 
dann die Mandelsaure hinzugefiigt und das Ganze 2 Stunden geschiittelt 
(Versuche 3 und 5), so ist das Ergebnis wie bei gleichzeitiger Zugabe 
des Alkaloids und der Mandelséure. (Vgl. Versuche 4 und 6.) Es stellt 
sich also ein echtes Gleichgewicht ein. 

Auch bei Verwendung einer weitgehend gereinigten Tierkohle 
(Versuch 7) finden sich asymmetrische Verhaltnisse, allerdings in 
wesentlich schwacherem MaBe; dies ist wohl damit zu erklaren, dab 
hier die GréBe der Adsorption erheblich kleiner ist als bei der Merck- 
schen Kohle. 
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Zusammenfassung. 

Bei gleichzeitiger Adsorption von racemischer Mandelsaure und 
den optisch aktiven Alkaloiden an Tierkohle in wasseriger Auf- 
schwemmung konnte gezeigt werden, daB hierbei asymmetrische Ver- 
haltnisse geschaffen werden. Die nicht adsorbierte chemisch auf- 
gearbeitete Mandelsiure erwies sich als optisch aktiv. Diese Er- 
scheinung wird mit Wahrscheinlichkeit auf die unterschiedliche 
Adsorbierbarkeit der diastereomeren Alkaloid-d- und _ -l-Mandelate 
zurickzufiihren sein. Auf die biologische Bedeutung des Befundes 
wurde hingewiesen. 














Uber die Verteilung 


der Harnsiure zwischen Blutzellen und Plasma. 


Von 
Martin Jacoby und Helene Friedel. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin. 


(Eingegangen am 20. Februar 1931.) 


Trotz mannigfacher Bemiihungen ist das Problem, unter welchen 
Bedingungen die Harnsaure in die Gewebe gelangt und dort abgelagert 
wird, noch ungeklart. Bei den Organen ergeben sich fiir analysierende 
Versuche kaum zu iiberwindende Schwierigkeiten, die Gdnsslenschen 
Hautblasen sind fiir die von uns in <Aussicht genommenen Studien 
auch nicht geeignet. So blieb uns denn nur tbrig, die Blutzellen als 
Organmodell heranzuziehen. 

Die Blutzellen sind vielleicht aus verschiedenen Griinden ein 
geeignetes Material fiir die Priifung der Harnsadureverteilung zwischen 
K6érperfliissigkeit und Zellen. Zunachst sind sie methodisch brauchbar. 
Sodann wei’ man, daB sie in der Norm Harnsaure enthalten, und zwa1 
in wechselnder Menge. Daher haben Versuche an Blutzellen eine 
physiologische Berechtigung. Ganz allgemein wei man aus den Ver- 
suchen von Wiechmann und O. Loewi, daB sich die Blutzellen fiir Ver- 
teilungsversuche gut eignen. Denn wenn auch die Zuckerversuche 
von Loewi im einzelnen noch nicht geklairt sind, so ist doch die grund- 
legende Versuchsanordnung fiir das Verteilungsstudium von Glucose 
zwischen Zellen und Plasma durchaus brauchbar. Dal die Methode 
auch allgemeiner anwendbar ist, zeigen Versuche von Eisner und Lewy! 
aus dem hiesigen Laboratorium. Mit Hilfe der Methode fanden sie, 
daB die Lavulose im Gegensatz zu der Glucose von den Blutzellen 
nicht aufgenommen wird. 

Wenn auch mehr oder weniger brauchbare Harnsauremethoden fiir dic 
Untersuchung von Blut vorhanden sind, la8t sich doch fiir die vorliegende 
Fragestellung die Versuchsanordnung noch vereinfachen, indem man den 


! Diese Zeitschr. 202, 91, 1928. 
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Harnsaurezuwachs des Plasmas durch Reststickstoffbestimmung mit Hilfe 
der Mikrokjeldahlmethode ermittelt. Gegen dieses Vorgehen besteht in 
inserem Falle deshalb kein Bedenken, weil bei unseren Versuchen auber 
der Harnsaure fiir die Zunahme des Reststickstoffs nichts in Frage kam. 
Das wird sich ohne weiteres bei der Schilderung der Methodik ergeben. 

Es schien uns notwendig, die elementarsten Bedingungen der 
Harnsaureverteilung zwischen Blutzellen und Plasma zu_ studieren. 
Am wichtigsten schien die Feststellung, wie sich die Harnsaure bei 
wechselndem px zwischen Zellen und Blutfliissigkeit verteilt. Das 
gewlinschte py stellten wir her, indem wir Phosphatgemische in Salz- 
form in der Blutfliissigkeit lésten, so daB wir ohne Wasserverdiinnung 
des Blutes arbeiten konnten. Indem wir nun Harnséure zum Blut 
bei verschiedener Reaktion zufiigten, konnten wir priifen, ob die Blut- 
kérperchen bei einer bestimmten Reaktion mehr Harnsaure aufnehmen 
als bei einer anderen. Es ergab sich, daB bei saurer Reaktion deutlich 
mehr Harnsaure in die Zellen hineingeht. GréBere Reaktionsschwan- 
kungen haben wir vermieden. Wir hielten uns an py-Differenzen, welche 
sich nur mabig vom Neutralpunkt entfernten. Daher glauben wir, 
daB unsere Resultate biologisches Interesse fiir die Physiologie und 
die Pathologie besitzen. 

Es lag nahe, bei normalen Menschen und bei Kranken die Ver- 
teilung zum Blute zugesetzter Harnsiure zwischen Zellen und Plasma 
zu untersuchen. Fir diese Untersuchungen wurde nicht ktinstlich eine 
feaktion hergestellt, sondern das Blut bei nativer Reaktion gepriift. 
Es stellte sich heraus, daB bei normalen Menschen und bei den meisten 
Kranken die Harnsaéure im allgemeinen ganz oder in der Hauptsache 
im Plasma verbleibt. Dagegen fanden wir bei einer Anzahl] von Gicht- 
kranken und bei einigen Kranken, welche an Arthritis deformans litten, 
ein Eindringen von Harnsaure in die Blutzellen in einem Umfange, 
der durchaus auBerhalb der Fehlergrenzen der gesamten zur Anwendung 
gelangenden Methodik liegt. Selbstverstandlich miissen solche kasuisti- 
schen Befunde weiter gesammelt werden, sie erfordern zur Sicher- 
stellung eine intensive Zusammenarbeit zwischen Klinik und Labora- 
torium. Aber schon die bisherigen Resultate sind bemerkenswert. 

Ein Punkt erfordert eine besondere Erérterung. Nach der Verteilung 
bestimmen wir den Reststickstoff im Plasma. Nun ist es méglich, daB aus 
den Blutkérperchen Substanzen in das Plasma iibertreten. Es konnte 
also ein Austausch von Harnsaiure mit anderen Stickstoff enthaltenden 
Kérpern stattfinden. Zunachst spricht nichts dafiir. Jedenfalls bleibt auch 
dann, wenn derartiges stattfinden wiirde, die Tatsache bestehen, daB bei 
verschiedener Reaktion erhebliche Unterschiede beobachtet werden und 
daB bei bestimmten Krankheitsfallen mehr Harnséure als in der Norm 
von den Blutzellen aufgenommen wird. AuBerdem haben wir die Ver 
teilung einiger Aminosaéuren untersucht, wir konnten keinen Ubertritt 
in die Blutzellen und keinen EinfluB der Reaktion erkennen. Nach unseren 








4s M. Jacoby u. H. Friedel: 


Austtihrungen scheint es also, daB der Harnsiurestrom bei saurer Reaktio 
sich kraftiger nach den Zellen hinbewegt und daB entsprechendes bei be 
stimmten Krankheitsfaillen zur Beobachtung kommt. 


Methodik. 


Dem Vollblut wird Harnsiure zugesetzt und bestimmt, welche 
Prozentsatz derselben sich im Plasma wiederfinden laBt. Die Konzen 
tration der Harnsaurel6sung wird in jedem Versuch durch Kontrollen be 
stimmt. Aus dem Reststickstoffgehalt des Plasmas l4Bt sich dann ohn« 
weiteres, wenn die Gesamtmenge des Rest-N einschlieBlich der zugesetzten 
Harnsaure theoretisch als 100° gesetzt wird, der Prozentsatz der Harnsiure 
berechnen, welcher im Plasma verbleibt bzw. in die Blutkérperchen auf 
genommen wird. 

Immer wurde frisches Blut verwandt. Es wird mit einer Spritze aus 
der Vene entnommen und sofort in ein Kélbchen gebracht, das vorhe 
mit wenigen Kristallen Kaliumoxalat beschickt worden ist. Fiir einen 
einzelnen Versuch wurden etwas mehr als 20 ccm entnommen. Das Blut 
mu8 kraftig geschiittelt werden, damit man durchaus gleichmaBig durch 
gemischtes Material erhilt, was wegen der spiter auszufiihrenden Hiima- 
tokritbestimmungen von besonderer Wichtigkeit ist. 

Nach dem Schiitteln werden je 10 cem Blut in zwei Kélbchen gebracht. 
Zu der einen Probe B fiigt man | cem Harnsfiurelésung (1 g Harnsiure in 
100 cem gesittigter Lithiumcarbonatlésung), zu der anderen Probe A 1 cem 
gesittigte Lithiumcarbonatlésung. Somit unterscheiden sich die beiden 
Proben ausschlieBlich durch den Harnsiuregehalt. 

Die Proben A und B werden nunmehr vollig gleich behandelt. Nach 
10 Minuten, in denen das Blut des 6fteren geschiittelt wird, werden von 
jeder Probe je zwei Hamatokritbestimmungen in Hamburger schen Réhrchen 
angesetzt. Darauf werden A und B 15 Minuten zentrifugiert (etwa 
3500 Touren pro Minute). Das Plasma wird vorsichtig abgehebert, so daf 
es frei von Blutzellen erhalten wird, und je zwei Proben jedes Plasmas 
zur Rest-N-Bestimmung genommen. Im allgemeinen werden 3 ccm ver- 
arbeitet. Ist die Plasmamenge nicht ausreichend, so werden 3 und 2 ecm 
genommen. 

Bestimmt werden in den Versuchen folgende Werte: 

1. mg N/eem in der Harnsiurelésung, 

2. mg Rest-N/cem in Plasma A (aus Blut + Li-Lésung), 
3. mg Rest-N/cem in Plasma B (aus Blut + U-Lésung), 
4. Hamatokritwert in Prozent. 

Errechnet werden in den Versuchen folgende Werte: 

5. eem Plasma aus 10 cem Blut + 1 cem Zusatz (mit Hilfe des 
Hamatokritwertes), 
6. mg Rest-N in der errechneten Plasmamenge A (Blut + Li,CO,), 


7. mg Rest-N in der errechneten Plasmamenge B (Blut + U), 
8. mg Rest-N/100 ccm Plasma B (bezeichnet mit ,,theoretischem 
Wert, 100°“). 


Der in 8. errechnete Wert gibt also den Rest-N wieder, den wir erhalten 
wiirden, wenn die gesamte zugesetzte Harnsiituremenge sich im Plasma 
wiederfinden wiirde. Diesen Wert bezeichnen wir mit 100 °,. 
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| ‘ rsuchshe isp 1. 
(Vel. Tabelle IT, Nr. 9.) 

Das Blut lauft aus der Vene in ein Kélbchen, das mit wenigen Kristallen 
oxalsauren Kaliums beschickt ist. Je 10 cem dieses Blutes werden in zwei 
Ké6lbchen A und B gebracht. Zu Probe A kommt | ccm der Lithiumcarbonat- 
loésung, zu Probe B 1 cem der Harnsaurelésung. 


Gefunden: 


1. 2,86 mg N/cem in der U-Lésung, 
2. 0,274 mg Rest-N/cem in Plasma A, 
3. 0,689 mg Rest-N/ccem in Plasma B, 
4. Himatokritwert: 38.5°,, d.h. 61,5°, Plasma. 
Errechnet: 
5. 6,765 cem Plasma in A und in B (hier wie in den meisten Ver 
suchen ergaben sich tibereinstimmende Werte in A und B), 
6. 1,85 mg Rest-N in 6,765 cem Plasma A, 
7. 4.71 mg Rest-N in 6,765 cem Plasma B, 
8. 0,700 mg Rest-N in 1 cem Plasma B (theoretischer Wert 100 °,) 
70,0 mg Rest-N in 100 cem Plasma B. 


Der Vergleich von 3. mit 8. ergibt, daB 98,5°, der zugesetzten Harn- 
siure wiedergefunden worden sind. 


Die EnteiweiBung wurde nach einem Folinschen Verfahren aus- 
gefiihrt’. Zu 3cem (2 cem) Plasma und 21 ecm (14 ccm) Wasser fiigt 
man 3 (2) cem 15‘ 
langsam mit 3 (2) cem etwa 2/,n Schwefelsiure. Da bei der EnteiweiBung 


oiger Natriumwolframatlésung und versetzt das Gemisch 


des Plasmas mit genau ?/,n Schwefelsiure leicht ein triibes Zentrifugat 
entstand, wurde von vornherein eine etwas stirkere Saure verwandt, d. h. 
eine Mischung von 250 cem 2n Schwefelsiure und 450 cem destillierten 
Wassers. Man 1l4Bt die Mischungen wenigstens 10 Minuten unter 6fterem 
Umschiitteln stehen, zentrifugiert dann 10 Minuten, 3000 Umdrehungen 
sind ausreichend. Von der abyegossenen, wasserklaren Fliissigkeit werden 
20 cem entsprechend 2 cem Plasma, in einen Mikrokjeldahlkolben pipettiert 
und mit 3ccm einer warmgesittigten Lésung eines Gemisches von zwei 
Teilen kristallisiertem Kaliumsulfat und einem Teil kristallisiertem Kupfer- 
sulfat (die L6sung wird eventuell filtriert) und 3 cem konzentrierte Schwefel- 
siure zum Veraschen angesetzt. Es wurden Mercks garantiert reine 
Xeagenzien benutzt. Destilliert wurde, wie beim Mikrokjedahl iiblich, 
im strémenden Dampf. Die Methode wurde vorher in zahlreichen Zusatz- 
versuchen sorgfaltig erprobt und gab immer ausgezeichnete Resultate. 
Um die Verteilung der Harnsiure im Blute bei wechselndem py unter- 
suchen zu kénnen, wurde bei sonst unveranderter Versuchsanordnung 
dem Blute sofort nach Zufiigung der Lithium- bzw. Harns&urelésung eine 
abgewogene Phosphatmenge in Substanz zugesetzt. Das ist zweckmaBiger 
als der Zusatz von Phosphatlésung, weil so der durch verschiedene Ver- 
diinnungen unter Umstinden mdgliche Fehler vermieden wird. Es wurden 
Salzgemische je nach dem gewiinschten px hergestellt und davon so viel 
zu den Blutproben hinzugefiigt, daB m/6é Phosphatgehalt erreicht wurde. 


1 Mandel u. Steudel, II. Aufl., 1924. 8. 10. 
Biochemische Zeitschrift Band 234 4 
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Durch die Zugabe der Lithiumcarbonat- bzw. Harnsiéure-Lithiumecarbonat 
lésung wird die Konzentration nur ganz unwesentlich verindert. Bei 
einigen Versuchen kam es gelegentlich zu einer geringen Hiamolyse, dir 
aber immer unerheblich blieb und den Versuch nicht stérte. 

Zur Herstellung der Phosphatgemische wurde von den Sérensenschen 
Salzen ausgegangen, die nach folgendem Schema gemischt wurden. 


bei der Untersuchung des Blutes einer 
haben. Die Auswahl der Blutproben haben wir den Arzten iiberlassen 
von denen wir auch die klinische Diagnose erhielten?. Um die Ergebnisse 
ibersichtlich zu gestalten, werden wir die Fille besonders zusammen- 
stellen, bei denen nicht Gicht vorlag. In einer zweiten Tabelle bringen 
Endlich gruppieren wir wegen der bemerkens- 
werten Ergebnisse zwei Fille von Arthritis deformans besonders. 


wir 


M. Jacoby u. 


H. Friedel: 


Tabelle I. 








Wir geben nunmehr in einigen Tabellen die Befunde, welche wir 


die Gichtfille. 


. 


Mischungsverhiltnis 


Na, HP 


7 a a) 


in Mol 


gemisch, zugesetzt 


0, | KHsPO, 


mwa) 


Resultate. 


Tabelle II. 


Xeihe von Menschen erhoben 





g Phosphat- 
zu l0cem Blut 
0),2475 
0.2759 
0),2825 





Ceoorf,wnore 


bm peek peek 
i a) 


Zu 


Klinische Diagnose 


Ovarialtumor 
Pleuritis exsudat. 
Nephrosklerose 
Pneumonie 


Nephrit. gravidarum 


Akute Polyarthritis 


Nephritis ; 


|, Apoplexie. . 
|| Polyarthritis. 


Polyarthritis (?) 
Ischias 


1 Herrn Dr. Fritz 
grcBem Danke verpflichtet. 


Blut + Lithium- 
lisung 


mg R.-N 
Hiimato- pro 
kritwert 100 ccm 
t im 
Plasma 
28 2.03 
32 17,3 
35 14,7 
82 15.9 
27 10,2 
28 17,4 
33,5 19.1 
36 21.3 
38,5 27,4 
34,5 18,6 
45 16,8 
37,5 23,7 
Stern sind wir 


mg N 
pro cem 
zu- 
gesetzte 
Harn- 
saure- 
lésung 


2.86 
2,92 
2,89 
3,33 
3,64 
3,24 
8,24 
3,24 
2,86 
2,84 
2,84 
2,84 


fiir die 


Blut + Harnsiurelisung 


mg R.-N Theorie 
Hiimato- pro 100 cem 
kritwert im Plasma 
5 gef. errechn. lo 
55.4 96,4 98.2 
31 54,7 | 57,2 || 95,6 
38 55,9 56,1 99,8 
31 59,7 | 60,1 99,4 
29 484 50,5 96,0 | 
28 56,6 58,3 97,1 
33,5 61,6 63,5 97,0 
36 64,5 | 682 | 94,7 


38,5 68,9 70,0 98,5 
34,5 57,9 58,1 99,5 
43 60,3 63,0 96,0 
38 64,7 | 65,3 | 99,1 


Durchschnitt: 97,6 





Beschaffung des Materials 
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Tabelle Ill. 








Blut + Lithiumlisung —_ Blut + Harnsiurelisung 
g) 
ad ro cem 
Nr oo Himato- mg Rest-N Bac tere Haimato- mg Rest-N pro rheorie 
lagnose kritwert pro 100cem Harnsiure- krit wert 100 cem im Plasma 
. im Plasma losung TF FIORE TG PARE P 
1 Gicht 42.5 15,2 2,64 42.5 52,2 56.9 91,9 
2 a 41,5 14,4 2,55 41 50,2 53,8 93,2 
3 » 30,5 18,2 2,55 31 51,0 51,8 98.5 
4 a 40.5 14.8 2.86 41.5 55.5 DS. 94.3 
5 a 40,5 22.6 2,84 40.5 60.3 66,0 91.5 
6 > 36,5 16.5 2.84 36,5 54,7 57,0 96,0 
7 z 44 14,3 2.83 44 53,6 60.3 88,9 
8 = 42 9,86 2,83 41 50,8 54.6 93.2 
9 . 42 14,8 2,83 44 54.6 59.9 91.3 
Durchschnitt: | 93,2 
Tabelle IV. 
Blut — mg N Blut + Harnsiurelisung 
” pro eem 
Klinische > zugesetzte r , 
Ni Diagnose Himato- | Rest-N Harn- Hiimato- mg Rest-N pro eens 
kritwert pro Pe kritwert 100 cem im Plasma 
100 cem peat ? , 
J, im Plasma nine 0 gefunden errechnet 
1) Arthritis { 35 10.5 3,02 35 49.4 52.7 93.8 
2 | deformans | 36 15,0 3,16 38 56,4 60,7 93,0 


Durchschnitt: 93,4 


Betrachtet man die Tabellen, so bemerkt man gewiB Schwankungen. 
Das ist schon darum nicht verwunderlich, weil ja die klinische Diagnose 
nicht ein absoluter Wert ist. Aber unverkennbar bestehen auffallende 
RegelmaBigkeiten: In zwélf Fallen, welche die mannigfachsten Krank- 
heitszustande qufwiesen, aber nicht gichtkrank waren, fanden sich von 
der dem Blute zugesetzten ‘Harnsdure durchschnittlich 97,6°, im 
Plasma wieder, nur 2,4°, waren in die Zellen tibergetreten. - 

Bei neun Gichtkranken stellte sich der Durchschnitt auf 93,2°,. 
Das bedeutet also einen Ubertritt von 6,8° 
Zellen. Ganz ebenso verhielten sich die zwei Blutproben von Menschen, 
die an Arthritis deformans erkrankt waren: 93,0 und 93,8°,. 


der Harnsaure in die 


oO 


Es darf daher ausgesprochen werden, da die Harnséure bei der 
Gicht in gréBerem Umfange von den Blutzellen aufgenommen wird 
als sonst. Bei der Arthritis deformans wurden ahnliche Verhaltnisse 
gefunden. 

Nunmehr bringen wir in Tabelle V die Resultate bei kiinstlich 
eingestellter Reaktion. Die Ergebnisse der Tabelle V werden durch 
die Tabelle VI erginzt. Die Zahlen sind auch hier durchaus vergleichbar, 
weil die verschiedenen Reaktionen bei ein und demselben Blute unter 


ganz ausgeglichenen Bedingungen hergestellt wurden. 
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Verteilung der Harnséure zwischen Blutzellen und Plasma. a3 


Tabelle V1 





mg Rest-N pro 100cem im Plasma 


Nr. Klinische Diagnose 
Pu 7,38 pu 717 Pu 6,46 
1 ESS Saree 59,0 58,5 57,0 
2 Arthritis deformans ...... 59,7 60,1 57,0 
3 DS Se 57,1 55.5 55,0 
4 a, EE eae ee 68,0 65,1 62,0 
5 Chronischer Gelenkrheumatismus 54,1 52.6 50.5 
6 ra = 55.5 54,2 52.8 
CO ree ee ee ce 53,0 51,6 47,7 
8 ee aa 35,1 - 34,9 
9 a eee ee 39,1 39,3 37,1 
10 Lipoidnephrose ........ 55,2 - 95,0 
11 ea er eee ee 48.8 47,9 
12 Multiple Sklerose . . ..... 55.0 53.1 
13 eae as ee 53,1 - 52.0 


Die Tabellen V und VI zeigen deutlich, daB bei saurer Reaktion 
mehr Harnsaure in die Blutzellen iibertritt als bei alkalischer oder 
neutraler Reaktion. Das Ergebnis ist vollhkommen eindeutig. 

Von Interesse ist es, in einer kleinen Ubersicht (Tabelle VII) 
den Durchschnitt bei Gichtkranken dem Durchschnitt bei anderen 
Menschen gegeniiberzustellen und damit die Werte zu_ vergleichen, 
welche man bei der Gegeniiberstellung der Durchschnittswerte bei saurer 
und alkalischer Reaktion erhalt. Es zeigt sich, daB die Gichtgruppe 
Zahlen liefert, die denen bei Siuerung des Blutes entsprechen, wahrend 
bei anderen Menschen Werte erzielt werden, welche den Zahlen bei 
alkalischer Blutreaktion naher stehen. Die Tabelle bedarf keines 
Kommentars. 

Tabelle VII. 





pu 646... 93,25 |pn7,38.... .* 990 
Se 93,2 Nicht-Gichtkranke 97.6 


Zusammenfassung. 


1. Bei Gichtkranken wird von der Harnsaure, die man dem Blute 


zusetzt, mehr als sonst in die Zellen aufgenommen. 
2. Bei Sauerung des Blutes tritt Harnsiure in die Blutzellen iiber, 
bei alkalischer oder neutraler Reaktion kaum. 














Uber die Wirkung des Strychnins 
auf die Konfigurationsspezifitit der Menschenleberesterase. 


Von 
R. Ammon und H. Fisehgold. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin.) 


(Eingegangen am 23. Februar 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bamann und Mitarbeitern gelang es, auf drei Wegen dic 
Konfigurationsspezifitat der Menschenleberesterase bei der Hydrolyse 
des racemischen Athylmandelats zu beeinflussen. Einmal! zeigten 
die Autoren, daB dieses Ziel durch Veranderung der Konzentration 
des racemischen Substrats erreicht wird. Sie konnten? dann eine 
Anderung des optischen Auswahlvermégens der Menschenleberesterase 
durch optisch-aktive Zusatzstoffe wie Strychnin bewirken. SchlieBlich® 
wurde durch die Autoren gefunden, daB die stereochemische Spezifitat 
der Menschenleberesterase noch von der Vorbehandlung des Ferment- 





praparats abhangt. 

Die zweite Mitteilung der Wollstdtterschen Schule?, die durch 
optisch-aktive Zusatzstoffe mégliche Beeinflussung der stereochemischen 
Spezifitat einer Esterase beziiglich der asymmetrischen Aufspaltung 
von Sauren, sowie die Beeinflussung der asymmetrischen Aufteilung 
racemischer Alkohole, die M. Kuroya* im Neubergschen Institut bei 
der Hydrolyse von d, 1-Borneol-phosphorséure durch Phosphatase fest- 
gestellt hat, erregte unser besonderes Interesse; denn P. Rona 
und R. Ammon® hatten schon vor einigen Jahren versucht, durch 
Alkaloide wie Chinin das optische Auswahlvermégen der Schweine- 
leberesterase bei der Hydrolyse des d, 1-Methylmandelats zu verandern. 
2s konnte damals wohl eine Beeinflussung der Umsatzgeschwindigkeiten 
(Hemmung) durch das Alkaloid, aber keine Wirkung auf die stereo- 
chemische Spezifitat des Enzyms festgestellt werden. 


! EK. Bamann. Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 62, 1538, 1929. 
2 Derselbe u. P. Laeverenz, ebendaselbst 63, 394, 1930. 

3 Dieselben, ebendaselbst 638, 2939, 1930. 

4 M. Kuroya, diese Zeitschr. 225, 452, 1930. 

5 Diese Zeitschr. IS1, 49, 1927. 
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Bamann und Laeverenz konnten in Ubereinstimmung mit diesen 
Befunden auch bei der Athylesterspaltung zeigen, daB die Konfigurations- 
spezifitat der Schweineleberesterase unter Zusatz von Chinin nicht geindert 
wird; wohl aber wiesen sie fiir die Menschenleberesterase eine Beeinflussung 
des optischen Auswahlvermdgens durch Strychnin nach. Aus den von 
Bamann und Laeverenz mitgeteilten Versuchsdaten geht hervor, da®B der 
\lkaloidzusatz die Orientierung des Ferments in dem Sinne verschiebt, 
daB die 1-Esterspaltung begiinstigt wird. Nach der friiheren Mitteilung 
von Bamann liegen die Verhiltnisse so, da&8 Menschenleberesterase ohne 
Alkaloidzusatz den Mandelsiureithylester in Konzentrationen unter 
0,5°, linksorientiert spaltet; bei ungefahr 0,5°, wird das Racemat sym- 
metrisch verseift, in héheren Konzentrationen unter Bevorzugung der 
d-Form. Die Strychninwirkung aéuBert sich darin, daB bei niederen Kon- 
zentrationen die schon vorhandene Linksorientierung des Ferments erheblich 
verstirkt wird, bei Konzentrationen von 0,5°, und dariiber ist das vorher 
symmetrisch oder rechtsorientierte Ferment nunmehr _linksorientiert; 
erst bei den héchsten Konzentrationen (2°) ist das Strychnin auf die 
Konfigurationsspezifitit nicht mehr von EinfluB. 





Bamann und Laeverenz' haben in einer weiteren Untersuchung fest- 
gestellt, daB die Menschenleberesterase mit dem Strychnin eine Verbindung 
eingeht, die dissoziierbar ist und durch Dialyse in beide Bestandteile zerlegt 
werden kann. Nach Entfernung des Strychnins zeigt die Esterase ihre 
urspriingliche Konfigurationsspezifitéat gegeniiber dem d, l-Athylmandelat. 

In der vorliegenden Arbeit wollen wir die Aktivitats-p, -Kurven 
bei der Hydrolyse der einzelnen Modifikationen des Mandelsaéure- 
methylesters durch die Menschenleberesterase mit und ohne Strychnin- 
zusatz bestimmen, um eventuell aus festzustellenden Anderungen der 
Bildungs- und Zerfallsgeschwindigkeiten der Ferment-d-Ester- und 
|-Esterverbindungen fiir die durch Strychninzugabe erhaltene Ver- 
schiebung der optischen Orientierung des Enzyms bei der Racemat- 
spaltung ein besseres Verstandnis fiir die Strychninwirkung gewinnen 
zu kénnen. Zur Wahl des Strychnins kamen wir auf Grund der Er- 
fahrungen, die wir an einigen Racemathydrolysen als orientierende 
Vorversuche machen konnten. Da friiher P. Rona und’ R. Ammon?® 
gefunden haben, da8 die isomeren, aber nicht antilogen Cocaine, l- und 
d-y-Cocain, die fermentative Esterhydrolyse durch Schweineleber- und 
Meersch weinchenserumesterase verschieden stark hemmen, so haben wir 
jetzt diese beiden Alkaloide als Zusatzkérper zur Hydrolyse des d,1-Methyl- 
mandelats benutzt in der Annahme, da diese Alkaloide eventuell auch 
die Konfigurationsspezifitat unseres Enzyms beeinflussen kénnen®. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 198, 201, 1930. 

2 1.c. 8. 78. 

3 Bei der Frage, ob das Strychnin auch die Konfigurationsspezifitat 
der Esterasen bei ihrer synthetisierenden Wirkung beeinflu6t, konnten 
in noch unver6ffentlichten Versuchen P. Rona, R. Ammon u. H. J. Tournit 
zeigen, daB das genannte Alkaloid die Synthese von Iso-amyl-butter- 
séure-ester durch Schweineleberesterase stark hemmt. 
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Es zeigte sich jedoch, daB die hierbei auftretenden Verschiebungen 
der optischen Orientierung nicht die iiberzeugende GréBe aufwiesen, als dab 
eine Aufstellung von Aktivitiéts-p,-Kurven sehr lohnend erschienen wiire 
Dagegen fanden wir in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von 
Bamann und Laererenz unter Strychninzusatz so groBe Verinderungen des 
optischen Verhaltens, daB wir an diesem Alkaloid die Verhaltnisse niher 
studierten. 

Methodisches. 


Den einleitenden Bemerkungen gemaéi8 gliedern sich unsere Versuche 
in Racemathydrolysen und reaktionskinetische Untersuchungen bei der 
Spaltung der aktiven Modifikationen. Fiir diese bedienten wir uns in 
gewohnter Weise der gasanalytischen Methode von Rona und Lasniizki, 
die allen anderen Methoden weit iiberlegen ist. Wir stellten Aktivitits-p, - 
Kurven fiir den ]- und d-Ester mit und ohne Strychninzusatz auf; Einzel- 
heiten folgen weiter unten bei der Besprechung der erhaltenen Kurven. 

Bei den Racemathydrolysen kam es uns lediglich auf die Isolierung 
der durch Spaltung entstandenen Mandelsiure und die Feststellung ihres 
optischen Verhaltens an. 

Wahrend wir sonst in unseren friiheren Arbeiten uns der elektro- 
titrimetrischen Methode von P. Rona und R. Ammon bedient hatten, 
die sich sehr bewahrt hat, haben wir in dieser Arbeit wegen der drohenden 
Alkaloidvergiftung der platinierten Platinelektrode analog der Bamannschen 
Methode die Bildung der vom Ferment in Freiheit gesetzten Mandelsiure 
mittels eines der Versuchsfliissigkeit zugesetzten Indikators, Bromthymol- 
blaus, ermittelt und die eingetretene Sauerung durch Zusatz vonn/10 Natron 
lauge wieder aufgehoben. 

Zwar haben Bamann und Schmeller: kiirzlich eine Untersuchung 
veréffentlicht, in der sie finden, daB Bromthymolblau auf die Geschwindig- 
keit der Methylbutyratspaltung durch verschiedene Esterasen von EinfluB 
ist. In unseren Racematversuchen jedoch, in denen wir nur das optische 
Verhalten des Ferments, nicht aber die Geschwindigkeit der Spaltung stu- 
dieren wollten, glaubten wir das von Bamann und Schmeller gefundene 
Verhalten vernachlassigen zu diirfen. 

Die chemische Aufarbeitung des Spaltungsansatzes erfolgte gemi 
unseren friiheren Erfahrungen. 

Eine besondere Vorsicht verwandten wir auf die chemische Auf 
arbeitung der Ansatze,: die den Alkaloidzusatz enthielten. Die Schwer- 
léslichkeit der Alkaloidséureverbindungen in Ather hat uns eine Extraktion 
der leicht atherldslichen Mandelsiure erméglicht?, ohne allzu groBe Gefahr 
zu laufen, daB das Alkaloid mit in die Mandelséure geht. Wir haben dann 
den zur Extraktion benutzten Ather mit wasserfreiem Natriumsulfat 
getrocknet. Die im Atherriickstand verbliebene Mandelsiure priiften wir 
stets nach dem Auflésen in Wasser auf etwa doch vorhandenen Alkaloid- 
gehalt, bevor wir die Mandelsaure polarisierten und titrierten. Als Alkaloid- 
reagens benutzten wir eine wasserige Kaliumquecksilberjodidlésung. Die 
wasserigen Lésungen der wiedergewonnenen Mandelsiure waren immer 
frei von Alkaloidspuren. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 194, 1, 1931. 
2 Siehe auch die Arbeit: Beitrag zur asymmetrischen Adsorption 
von H. Fischgold u. R. Ammon, diese Zeitschr. 284, 39, 1931. 
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Die Hydrolyse der einzelnen optisch-aktiven Mandelsiure-Methylester 
verfolgten wir mit und ohne Strychninzusatz in der Warburg-Apparatur 
nach der gasanalytischen Methode von Rona und Lasnitzki. Einzelheiten 
siehe weiter unten bei der Besprechung der erhaltenen Aktivitats-p,-Kurven. 

Als Substrate wurden d, 1-, l- und d-Mandelsiure-Methylester benutzt. 
Als Ferment diente ein neutralisierter, zentrifugierter und dialysierter 
n/40 Ammoniakauszug aus dem Aceton-Ather-Trockenpulver einer normalen 
menschlichen Leber. 

Das 1-Cocain stand in dem Cocain. hydrochloric., das |-Strychnin in 
dem Strychnin. sulf. und das |-Brucin in dem Brucin. basic. zur Verfiigung. 

Das d-y-Cocain. basic. wurde aus dem Handelspriparat .,Psicain, 
Merck**, durch Ausfiallen der wasserigen Lésung desselben mit Ammoniak 
bereitet. WeiBe Kristalle mit dem Schmelzpunkt! von 43°. Fir die Versuche 
mit diesem Alkaloid und dem basischen Brucin wurden die Basen in einem 
kleinen Uberschu8 von Schwefelsiure gelést, die Alkaloidsalzlésungen 
wurden dann vorsichtig neutralisiert. 


Die Racemathydrolyse mit und ohne optisch-aktiven Zusatzstoffen. 
Tabelle I gibt die Versuche wieder, die das Ziel hatten, die fiir die 
geplanten Aktivitaéts-p,-Kurven giinstigsten Verhaltnisse hinsichtlich 


Auswahl und Menge des Alkaloids aufzudecken. 


Tabelle 1. 





: @ip d. yom 
Fer- 


‘ster angs- Sp os. Ferment in 
on. —_ Ester ee Fusatastod Spaltungs- I mn Freiheit ge- 
Nr osung dauer setzten 
g Mandel 
ecm £ cem 0 siure 
1 20 10 O56 200 2h 38 15,1 — 11,5° 
2 20 10 0,5 200 - 2 19 11,8 — 13,3 
3 20 6.0 3.0 200 . 6 00 13.2 + 55 
4 20 10 05 200 300 mg 3 46 10,5 16.5 
1-Covainchlorid 
5 20 10 05 200 100 my 2 51 12.9 20,9 
d-w-Cocain 
6 20 1,0 05 200 120 mg 0 381 13.6 51.4 
Strychninsulfat 
7 20 10 O05 209 100 mg Brucin 2 00 11.1 30.4 
5 20 6,0 3,0 200 120 mg 4 18 13.4 4.6 


Strychninsulfat 


Zunachst bestatigen wir wieder am Methylester? die von der 
Substratkonzentration abhangige optische Orientierung des Ferments; 
bei niederen Konzentrationen ohne Alkaloidzusatz ist unser Ferment 
linksorientiert (bei 0,5°,, Substratkonzentration ist das [a]p der duren 
Spaltung entstandenen Saure — 11,5° und in einem Parallelversuch 


! Siehe auch Abderhalden, Biochem. Handlexikon 5, 95. 1911. 
2 P. Rona, H. Fischgold u. R. Ammon, diese Zeitschr. 228, 77, 1930. 
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— 13,3°; siehe Versuch 1 und 2), in einem 3%igen Ansatz ist dagegen 
das [x], der entstandenen Mandelsaure bei ungeféhr gleichem Spaltungs- 
grad + 5,5° (siehe Versuch 3). 

Die Wirkung der Cocaine (l-Cocain und d-~-Cocain) ergibt sich 
aus dem Vergleich von Versuch 2 und 4 bzw. 2 und 5. Bei nahezu 
gleichem Spaltungsgrad ist das [a]p der gebildeten Saéure nur un- 
bedeutend nach links verschoben. Auch die Spaltungsdauer ist kaum 
verandert. Aus diesem Grunde glaubten wir, auf die nihere Untersuchung 
der Cocainwirkung verzichten zu kénnen. 


Dagegen erwies sich das Strychnin sowohl in dem 0,5- als auch in 
dem 3°igen Substratansatz als auBerst wirksam. In Ubereinstimmung 


mit den Befunden von Bamann und Laeverenz ist die Orientierung 
nach der linken Seite verschoben (vgl. Versuch 2 mit 6 und Versuch 3 
mit 8). In gleicher Weise ist auch eine Brucinwirkung vorhanden 
(siehe Versuch 2 und 7). Die Spaltungsdauer wurde durch Zusatz 
des Strychnins erheblich vermindert. 

Diese Ergebnisse veranlaBten uns, fiir die Aufstellung der Aktivitats- 
p,-Kurven das Strychnin in der erprobten Menge zu verwenden, wobei 
wir das Verhaltnis zwischen Strychnin- und Fermentmenge beibehielten. 


Die Aktivitits-p, -Kurven. 


Wir benutzten die sogenannten Nicolai-Trége von etwa 5 ccm Inhalt 
und fiillten durchweg die einzelnen GefaiBe mit insgesamt 2,1 ccm. Diese 
2,l ecem setzten sich aus folgenden Zahlen zusammen: 0,1 cem der un- 
verdiinnten Fermentlésung, die in den kleinen Anhang des Nicolai-Troges 
pipettiert wurde. In den groBen Teil des Nicolai-Troges kamen 2 ccm der 
Substratlésung; diese wurde, um die Spaltung bis in die héchsten Kon- 
zentrationen hinauf verfolgen zu kénnen, folgendermaBen hergestellt: 
Es wurde zuniichst eine Lésung des Strychninsulfats in bicarbonatfreier 
Ringerlésung bereitet und dann so viel Bicarbonatlésung hinzugefiigt, 
daB schlieBlich eine 0,03 °4ige Lisung von Strychninsulfat in Rap) resual 
tierte; hierin wurde der Ester in den angegebenen Mengen gelést. In den 
Parallelversuchen ohne Strychnin wurde der Ester in der bicarbonat 
haltigen Rao)-Losung aufgelést. Die Fliissigkeiten wurden vor dem Ein- 
pipettieren mit dem Gasgemisch 95°, N, und 5° CQO, gesittigt. Die 
Auswertung der fiir die einzelnen Hydrolyseversuche erhaltenen Spaltungs- 
kurven geschah in derselben Weise, wie wir es friiher beschrieben'. Die 
Esterkonzentrationen variierten wir von 0,143 mol. bis 0,3. 10-4 mol. 
Simtliche Spaltungsversuche wurden 120 Minuten verfolgt. Doch geben 
wir fiir die Aktivitits-p,-Kurven die CO,-Werte in Kubikmillimetern an, 
die durch graphische Interpolation bei 60 Minuten erhalten wurden 
(s. Tabelle II). Die Temperatur des Wasserbades betrug 27,2°. Tabelle IT 
enthalt die CO,-Werte nach Abzug der Eigenhydrolyse, die wir in be- 
sonderen Versuchen bestimmten und die in Tabelle IIT und Abb. 2 wieder- 
gegeben sind. 
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Tabelle Il. 





C Qg-Werte in emm nach Abzug det Verhilt 

Ansgangs- Eigenhydrolyse bei 60’ Spaltungszeit bo sec 
Substrat- Molaritét auf co w te 
Konzentra- Endvolumen ohne u. mit ohne mit ler | iden 
ae der beiden 


Strychninzusatz letzten 
> . n Spalten 
d-Ester ]-Ester l-Ester I 


0,143 8 19,2 28,7 30,7 1,07 
0,115 2 20,4 27,8 32,$ 1,18 
0.057 16,7 87, aA 1,26 
0.029 13,0 3. 57,! 1,33 
0.020 3.0 
0,011 
; 0.005 7 
0,05 0,002 9 8,5 
0,025 0,001 4 8.0 
0.01 0,000 57 3,2 7,3 
0.005 0.000 29 3,5 6,0 
0,001 0.000 06 
0,0005 0.000 03 


11,0 
9,75 


DNR eee 
Por ono 





—L-tster mit Sp | / 
—Lt ster ohne Styohn \ 
—xatster mil wane 


Strychn 








i274 glee LH 


<—" 


Abb. 1. 


Tabelle ITI. 





Ausgangs- © O2-Werte in emm nach 60’ 
Substrat- 


Konzentration 





dureh graphische 
Interpolation erhaltene 
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R. Ammon u. H. Fischgold: 


Abb. 1 gibt die aus den Werten von Tabelle II gezeichneten 
Aktivitats-p,-Kurven wieder. Wir sehen, daB der Strychninzusatz 
nur auf die Spaltung des |-Esters von EinfluB ist und daB das Alkaloid 
nicht auf die Affinitat des Ferments zum |-Ester wirkt, sondern ledig- 
lich die Zerfallsgeschwindigkeit der Ferment-l-Esterverbindung be- 
schleunigt!. Wir sehen aus den Kurven ferner, daB bei sehr niedrigen 
und bei sehr hohen Konzentrationen die ]-Ester- und die Strychnin- 
]-Ester-Aktivitats-p,-Kurven sich nahern. In der letzten Spalte von 
Tabelle II haben wir das Verhaltnis der CO,-Werte, die aus der ]-Ester- 
und ]-Esterstrychninspaltung erhalten wurden, eingetragen. Diese 
Verhaltniswerte sind in dem Teil der Kurve, der den niederen Kon- 
zentrationen entspricht, recht konstant, wenn man von den ganz 
niedrigen Werten absieht, die wegen ihrer Kleinheit mit einem gréBeren 
methodischen Fehler behaftet sind. Dagegen ist ersichtlich, daB nach 
Uberschreitung des Mgximums diese Verhaltniswerte deutlich absinken 
Auch hierin spricht sich die Tatsache aus, daB die Strychnin-l-Ester- 
kurve bis zum Maximum im wesentlichen eine tiberhéhte ]-Ester- 
aktivitats-p,-Kurve darstellt, und daB durch das Strychnin nur die 
Zerfallsgeschwindigkeit der ]-Esterfermentverbindung geandert wird. 


Wie unsere Ergebnisse nach Uberschreitung des Maximums zu ver- 


werten sind, ist ungewiB, da tiber den Abfall der Aktivitats-p,-Kurve 
nichts Sicheres bekannt ist. 

Die Differenzen der Werte fiir die reine d-Ester- und d-Ester- 
strychninhydrolyse fielen in die Fehlerbreite der Methodik. 

Wie schon in der ersten Arbeit bemerkt wurde, sind die Werte 
fiir die d-Kurve in den héchsten Konzentrationen mit einem gréBeren 
Fehler behaftet. da sie kleine Differenzwerte aus zwei relativ groBen 
Betrigen sind. MHiermit ist offenbar die verschiedene Gestalt des 
letzten Endes der d-Esterkurven der vorherigen und dieser Unter- 
suchung erklarlich. 

Zusammenfassung. 

Die von Bamann und Laeverenz gemachte Beobachtung, dab 
Strychnin (lie Konfigurationsspezifitat der Menschenleberesterase bei 
der Hydrolyse des racemischen Mandelsduremethylesters beeinfluBt, 
kann auch fiir die Hydrolyse des d, ]|-Methylmandelats durch dasselbe 
Ferment bestatigt und durch weitere Versuche erklart werden. 

Zur Erklarung wurden Aktivitats-p,-Kurven fiir die Spaltung von 
l- und d-Mandelsiuremethylestern mit und ohne Strychnin bestimmt, 
wobei es sich zeigte, daB nur die Spaltungsgeschwindigkeit des ]-Esters 
durch das Strychnin beschleunigt wird, die fermentative d-Ester- 


1 Siehe auch die vorlaufige Mitteilung in Klin. Wochenschr. 19, 
1931. 
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hydrolyse wird durch das Ferment nicht beeinflubt. Die Auswertung 
der Kurven ergibt, daB das Strychnin nicht die Affinitaét des Ferments 
zum 1|-Ester verandert, sondern in der von uns angewandten Kon- 
zentration den Zerfall der Ferment-l-Esterverbindung auf das etwa 
1.5fache beschleunigt. 

In Ubereinstimmung mit Bamann und Laeverenz wurde’ bei der 
Wirkung des Strychnins gefunden, dab es die Hydrolyse des racemischen 
Mandelsdiuremethylesters sehr stark férderte. Brucin férderte in ge- 
ringem MaBe die Spaltung des racemischen Mandelsauremethvlesters 
und beeinfluBte gleich dem Strychnin die Konfigurationsspezifitat der 
Menschenleberesterase. 

l- und d-w-Cocain beeinflussen gar nicht oder nur in geringem 
MaBe das optische Orientierungsvermégen und die Spaltungs- 


geschwindigkeit der Menschenleberesterase bei der Hydrolyse des 
d, 1-Methylmandelats. 








Untersuchungen an Eiweibsystemen. I. 


Von 


Hans H. Weber. 


Nichtlésender Raum, Hydratationsraum und Bindung 
von Nichtelektrolyten in Eieralbuminliésungen. 
Von 
Heinrich Versmold. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Westfailischen Wilhelmsuniversitat 
zu Miinster.) 


(Eingegangen am 28. Februar 1931.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. Die Bedeutung des ,,Hydratations-Raumes* fiir die Biologie und die 
physikalische Chemie der EiweiSkérper. 

Sind Kristalloide in einem Eiweib-Wassersystem gelést, so weicht 
ihre Konzentration im freien Lésungswasser im allgemeinen von der 
Konzentration im Gesamtsystem ab, denn ein derartiges System enthalt 
auBer dem freien Lésungswasser noch vom EiweiB gebundenes Wasser 
sowie die EiweiBk6rper selbst. Wird das Kristalloid vom Eiwei® nicht 
in irgendeiner Weise gelést oder gebunden!, so ist das Kigenvolumen 
des EiweiBes und ein bestimmtes Volumen des vom Eiweif gebundenen 
Wassers kristalloidfrei. Infolgedessen muB die Konzentration des 
Kristalloids in einer Volumeneinheit des Lésungswassers in diesem 
Falle héher sein als in einer Volumeneinheit des Gesamtsystems. Wird 
dagegen das Kristalloid an der Oberfliche des EiweiBkérpers stark an- 
gereichert gegentiber der Konzentration im freien Lésungswasser, so 
ist letztere kleiner als die durchschnittliche Konzentration im Gesamt- 
system ?. 


1 Alle Ableitungen und Definitionen dieser Mitteilung sind so gewahlt, 
daB es belanglos ist, durch welche Krafte das Kristalloid an das EiweiB- 
teilchen heran oder in sein Inneres hinein gefiihrt wird; der Begriff ,,ge- 
bunden** umschlieBt also auch die Wirkung der Adsorptionskrafte. 

2 Vel. hierzu z. B. R. Rosemann, Verh. d. Ges. d. Naturforscher u. 
Arzte, Karlsbad 1903, 8. 578; S. P. L. Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
103, 15, 1918; 106, 1, 1919; Polanyi, diese Zeitschr. 104, 237, 1920; Augs- 
berger, Ergebn. d. Physio]. 24, 624, 1925; 7. Oda, diese Zeitschr. 218, 
459, 1930 (unter Rona). 














itat 











H. Versmold: Untersuchungen an EiweiBsystemen. I. 63 


Man kann also aus der analytisch bestimmten Cesamtkonzentration 
eines Kristalloids in einem EiweiSsystem (einem EiweiBgel oder einer 
EiweiBlésung) nicht ohne weiteres auf die Kristalloidkonzentration im freien 
Lésungswasser schlieBen. Biologisch kommt es aber sehr haufig gerade auf 
letztere an. Sie ist es, die durch permeable Wiainde, z. B. die Wiande der 
Blutkapillaren, mit der Kristallo dkonzentration einer AuBenlésung (Lymphe, 
Kammerwasser) ins Diffusionsgleichgewicht tritt. Die Konzentration 
der freien Ca” im freien Lésungswasser des Blutes ist es, die dariiber ent 
scheidet, ob es sich um eine iibersattigte Calciumlésung handelt, die infolge 
ihrer Ubersattigung verhaltnismaBig leicht zu Kalkablagerungen fiihrt usw. 
Findet man z. B., daB zwei Stoffe im Kammerwasser in verschiedener 
Konzentration auftreten, obwohl ihre Gesamtkonzentration im Serum 
oder Plasma gleich ist, so kann daraus ohne weiteres weder auf eine spezi- 
fische Wirkung der Kapillarmembranen geschlossen werden, noch auf das 
Vorliegen oder Nichtvorliegen eines Donnan-Gleichgewichtes'!. Es ist 
vielmehr zunachst zu priifen, ob nicht die beiden Stoffe trotz ihrer gleichen 
Serumgesamtkonzentration im freien Lésungswasser des Serums ebenso 
verschieden konzentriert sind wie im Kammerwasser. 

Das Verhiltnis zwischen Kristalloidkonzentration im __ freien 
Lésungswasser und Gesamtkristalloidkonzentration ist bestimmt durch 
die GréBe des ,,nichtlésenden Raumes‘*?. Der nichtlésende Raum gibt 
an, wie groB der Anteil (etwa in Kubikzentimeter) des betreffenden 
EiweiBsystems ist, der fiir die Aufnahme von Kristalloid nicht in Frage 

. } ‘ 
kommt. Die Beziehung des nichtlésenden Raumes (N. L. R.) zur 
Kristalloidkonzentration einerseits im freien Lésungswassrer  (c,), 
andererseits im gesamten EiweiBsystem (c,), ist gegeben durch die 
Formel?: 


N.L. R. - oe (1) 


Der nichtlésende Raum gibt also an, um welchen Bruchteil ihres Wertes 
sich die Kristalloidkonzentration im freien Lésungswasser von der 
Gesamtkristalloidkonzentration unterscheidet, und zwar ist die Kristal- 
loidkonzentration im Lésungswasser um diesen Betrag hdher als die 
gesamte Kristalloidkonzentration, wenn der N. L. R. einen positiven 
Wert hat; sie ist entsprechend niedriger, wenn der Wert des N. L. R. 
negativ ist; fiir N. L. R. = 0 sind die beiden Konzentrationen gleich. 

Der Betrag des N. L. R. haingt ab von der Art® und Konzen- 
tration’ des betreffenden EiweiBkérpers und der Art® und Konzen- 
tration’ des betreffenden Kristalloids im ,,freien Lésungswasser*. Da 


> 


nach Sdrensens* auBerordentlich schénen Experimenten der N. L. R. 


1 Vgl. z. B. Lipschitz, Arch. f. exper. Pathol. u Pharm. 147, 143, 1930. 
2 Vel. Anmerkung 2 auf 8S. 62. 

3 8. P. L. Sérensen, Kolloidzeitschr. 53, 170. und zwar 171, 1930. 
+ Derselbe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 85ff., 1919. 

» Siehe Kapitel III dieser Mitteilung und Anmerkung 4. 
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ceteris paribus mit der Menge des Eiweibkérpers geradlinig anwachst, 
kann er fiir beliebige EiweiBkonzentrationen bzw. -mengen und dieselbe 
Kristalloidkonzentration im freien Lésungswasser aus dem N. L. R. 

“ees me ” N.L. BR. .. 
pro Gramm Hiweib ( ) berechnet -werden. Der fiir 


gy J 


E 9} 

Kristalloide, die von dem betreffenden EiweiB itiberhaupt nicht gelést oder 

gebunden werden!, soll nun als Hydratationsraum (H. R.) pro Gramm 
» 


1. R. 
Eiweib ( ) definiert werden, weil er auBer dem Eigenvolumen des 
IE 


EKiweibes noch ein bestimmtes Volumen seines Hydratationswassers 


H.R. 
einbegreift. Dieser ist dann in dreifacher Hinsicht ausgezeichnet : 
9 
y 4 z : 
1. Er ist der obere Grenzwert fiir den , da dieser fiir alle 
Tp 
Vp 
Kristalloide, die vom Protein gebunden werden, kleiner sein muB als 
H.R. , —e , ; se ;' 
der . 2. Falls sich bei Gegenwart eines bestimmten Kristalloids 
dp 
IE 
N. L. R. . é H.R. . ovat 
der als kleiner erweist als der , ist offenbar (definitions- 
Ip Ip 
IE I 


gemiB, s. oben) ein Teil des Kristalloids an das Eiweif gebunden. 
Die Menge des gebundenen Kristalloids kann also nur bestimmt werden, 
H.R. : H.R. 
wenn der fiir das betreffende Protein bekannt ist®. 3. Der 
IE Ix 
stellt ein relatives MaB der Hydratation des betreffenden Eiweib- 
kérpers dar?. 

Es ist allerdings unwahrscheinlich, da der Hydratationsraum alles 
Wasser einschlieBt, auf das Hydratationskrafte des Proteins einwirken. 
Es ist vielmehr anzunehmen. da er kleiner ist es diirften niaimlich mit 
der Annaherung an ein Eiweibteilchen dessen Hydratationskrafte und damit 
der Wassergehalt der Lésung allmahlich zunehmen, der Kristalloidgehalt 
also ebenso allmahlich abnehmen. Bei der Berechnung des H. R. (und 
N. L.R. tiberhaupt) wird aber dies Gebiet abnehmender  Kristalloid- 
konzentration so aufgeteilt, als ob ein bestimmtes Volumen dieses Gebietes 
denselben Kristalloidgehalt wie das freie Lésungswasser hatte und dafiir 
der Rest iiberhaupt kein Kristalloid enthielte. Nur dieser Rest wird zum 
H. R. gerechnet, die Hydratationskrafte des Proteins erstrecken sich da- 
gegen offenbar auf das ganze Ubergangsgebiet von der Kristalloidkonzen- 
tration an der Teilchengrenze bis zur Kristalloidkonzentration des freien 


1 Vel. Anmerkung 1, 8. 62. 

2 Dies gilt nur dann nicht, wenn die Kristalloidmolekiile von dem 
EiweiB nicht nur nicht gebunden, sondern geradezu abgestoBen werden 
doch diirfte dieses unter biologischen Verhaltnissen kaum in Frage kommen. 

3 Val. z. B. Sérensen, Ber. 60, 999, 1927. 

4 Derselbe, Compt. rend. d. trav. d. Labor. Carlsb. 15, Nr. 9, 1925; 
Weber-Nachmannsohn, diese Zeitschr. 204, 220, 1929. 
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Lésungswassers. Trotzdem ist der H.R. ein relatives MaB der Eiweil 
hydratation, da mit dem Anwachsen der Zone verminderter Kristalloid- 
konzentration offenbar auch der Anteil dieser Zone wiachst, der in der 
beschriebenen Weise zum H.R. gerechnet wird. 

Der H. R. eines Gramm EiweiB® stellt also eine ZustandsgréBe des 
Proteins von einigermaBen vielfaltiger Verwendungsmoéglichkeit dar. Ich 
habe darum auf Anregung von H. H. Weber versucht, seine GréBe fiir Eier- 
albumin in verschiedenen Zustanden zu bestimmen. Waren Kristalloide 
bekannt, die vom EiweiB iiberhaupt nicht ,,gebunden“ werden, so 
kénnte der H. R. ohne weiteres als N. L. R. fiir derartige Kristalloide 
bestimmt werden. Dies ist aber nicht der Fall. Trotzdem ist die Aufgabe 
der H. R.-Bestimmung lésbar. 

Die Beziehungen zwischen H. R., N. L. R. und der vom Eiweif 
gebundenen Menge des Kristalloids kénnen in Anlehnung an die Ab- 
leitung Sdrensens! formuliert werden. Die Menge des Kristalloids in 
1 ccm EiweiBlésung setzt sich zusammen aus der Menge des Kristalloids, 
die sich im freien Lésungswasser befindet und der Menge, die in dem 
H. R. gebunden ist. Die Gesamtmenge des Kristalloids ist gleich seiner 
Konzentration in der gesamten EiweiBlésung (c,) mal deren Volumen 
(= 1). Der echt geléste Anteil im Lésungswasser ist gleich dessen 
Kristalloidkonzentration (c,) mal dessen Volumen (1 — H. R.). 


Den vom EiweiB gebundenen Anteil bezeichnen wir mit y. Also ist 


Cc, -C, y 
Co-1 =c, (1—H.R.)+y oder H.R. = 
C, Gi 
Unter Benutzung von (1) wird daraus 
: y 
H.R. =—N.L.R. + - (2) 
C, 
oder 
. y , 
N.L.R. = H.R. (2a) 
. 


é 


Diese Beziehungen [(2) und (2a)] enthalten neben den experimentell 
bestimmbaren GréBen N. L. R. und c, zwei Unbekannte, H. R. und die 
gebundene Kristalloidmenge y. H.R. ist also aus dem N. L. R.-Wert 
bei einer einzigen Kristalloidkonzentration (c,) nicht zu berechnen. 
Dagegen besteht die Méglichkeit, iiber die GréBe von H. R. eine genaue 
Aussage zu machen, wenn man die N. L. R.-Werte bei verschiedenen 
Kristalloidkonzentrationen bestimmt und vergleicht, d.h. wenn man 
eine N. L. R.-c,-Kurve festlegt. Der nichtlésende Raum bleibt namlich 
um so mehr hinter dem H. R. zuriick, je gréBer die gebundene Kristalloid- 
menge (y) im Verhaltnis zur Konzentration des freien Lésungswassers 


1 Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 46ff., 1918. 
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ist, oder je groéBer y/c, ist [vgl. (2a)]. Nun nimmt aber im allgemeinen 
die Bindung eines Kristalloids durch ein Kolloid mit steigender Krista] 
loidkonzentration immer langsamer zu und bleibt schlieBlich nach 
Erreichung eines Sattigungspunktes konstant. Der Ausdruck y/c, 
diirfte also meist mit steigender Kristalloidkonzentration kleiner werden 
und sich somit der N. L. R. in seinem Betrage dem H.R. nahern 
Ist auBerdem y von vornherein nicht allzu groB, so wird das 
Glied y/c, mit steigender Kristalloidkonzentration sogar ganz gegen 
iiber H. R. zu vernachlassigen sein, N. L. R. wird dann gleich 
H.R.'. Mit weiter steigender Kristalloidkonzentration andert sich dann 
der N. L. R. nicht mehr. Sdrensen? sowie Weber-Nachmannsohn* 
haben infolgedessen das allmahliche Konstantwerden des N. L. R. in 
den héheren Konzentrationen der von ihnen untersuchten Kristalloide 
als Beweis dafiir angesehen, daB hier der N. L. R. den Betrag des H. R. 
weitgehend erreicht hatte. Diese Argumentation bedarf aber der Nach- 
prifung, denn der N. L. R. kann auch konstant werden, wenn seine 
Differenz gegeniiber dem H. R. noch sehr groB ist. 

Dies tritt nach (2a) dann ein, wenn y/c, auf einem einigermaBben 
hohen Betrag konstant wird, d.h. wenn die gebundene Menge y mit 
wachsender Kristalloidkonzentration geradlinig und nicht allzu un- 
betrachtlich zunimmt, also nicht, wie bisher angenommen, einer 
Sattigung zustrebt. Sicherer ist eine andere Methode, annahernde 
oder vollstandige Gleichheit des N. L. R. und des H. R. zu beweisen 
Das ist der Vergleich der N. L. R.-c,-Kurven desselben EiweiBkérpers 
fiir mehrere Kristalloide, die in geringem, aber deutlich verschiedenem 
Umfang von dem EiweiBkérper gebunden werden. Infolge der ver- 
schiedenen Bindung der Kristalloide werden sich die verschiedenen 
N. L. R.-Werte bei niedrigen Kristalloidkonzentrationen stark unter- 
scheiden; streben sie bei héherer Kristalloidkonzentration einem allen 
diesen Kristalloiden gemeinsamen Wert zu, so beweist das, daB der 
N. L. R.-Wert nun nicht mehr von den Unterschieden in der gebundenen 


! Der N. L. R. in einem System eines bestimmten Kolloids und eines 
bestimmten Kristalloids wird sich also in der Regel mit der Kristalloid- 
konzentration dann andern, wenn von dem Kristalloid etwas gebunden 
wird. Es ist also nicht zweckmaBig, den fiir eine bestimmte Kristalloid- 
konzentration gemessenen Wert des N.L.R. ohne weiteres auf andere 
Konzentrationen desselben Kristalloids zu tibertragen, wie dies gelegentlich 
infolge des Mangels an Messungen des N. L. R. geschehen ist (vgl. z. B. 
Augsberger, Ergebn. d. Physiol. 24, 624, 1925). Auch die Polanyische 
Methode, den N. L. R. durch Verdiinnung zu messen (diese Zeitschr. 104, 
237, 1920), setzt Unabhangigkeit des N. L. R. von der Kristalloidkonzen- 
tration voraus. 

2 Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 112ff.. 1919. 

3 Weber Nachmannsohn, diese Zeitschr. 204, 220, 1929. 
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Menge, also auch nicht mehr von der gebundenen Menge selbst beein- 
luBt wird. Es liegt nur eine einzige Untersuchung dieser Art vor!, 
leren Erganzung wiinschenswert ist (vgl. Kapitel III, S. 74). Ein 
veiterer Weg, H. R. aus N. L. R. zu berechnen, ist von Sdérensen an- 
gegeben worden. Wenn sich y in héheren Kristalloidkonzentrationen 
nicht mehr andert, kann es aus zwei Punkten der N. L. R.-c,-Kurve 
infolge der Konstanz von y berechnet werden, dann ist nimlich 


H.R. = N.LR,+"~ =N.LR,+—, 
Ce 4 Ce 
1 2 
N.L.R.—N.LR., me 
y = : . 
/ | > 
Ce Ces 


Ob die Bedingung der Konzentrationsunabhangigkeit von y bzw. 
von welchen Kristalloidkonzentrationen an aufwirts sie erfillt ist, 
ergibt sich aus der Berechnung mehrerer y-Werte fiir verschiedene 
Stellen der N. L. R.-c,-Kurve. Soweit die y-Werte dann hierbei gleich 
erscheinen, sind sie auch wirklich gleich?, und somit ist auch die 


1 Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 115, 1919 


2 Wenn sich 


konstant erweist, also 


iN. L. R. . 
. : kK, 
d 
C, 
dann folgt daraus durch Integration: 
K 
N.L.R. = — +05. (3a) 
, 
Nach (2a) ist aber 
. y 
N.L. R. ——-+ H.R. 


Durch Subtraktion von (3a) und (2a) ergibt sich 
(K+ y) = H.R. — Bb. 


Da die rechte Seite der Gleichung konstant ist. mu auch die linke Seite 

derselben konstant sein. Da 1/c, variabel ist, ist dies fiir endliche Werte 

von ¢, offenbar nur der Fall, wenn K + y 0odah.y = K ist. Dann 

muB8 aber auch der konstante Wert der rechten Seite gleich 0, d.h. H.R. = 6 
adN.L. R. 


sein. ist also nur dann konstant ( K), wenn y auch konstant 
d 

Ce 

und zwar — K und die Integrationskonstante 6 H. R. ist. 


v0 


te 
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Sorensensche Berechnungsweise anwendbar. Der Hydratationsraun 
ergibt sich dann aus y und dem N. L. R. nach Gleichung (2). Die An 
wendung dieses Verfahrens ist dadurch in ihrer Sicherheit begrenzt 
daB schon sehr geringe Fehler bei der Bestimmung der N. L. R.-c, 
Kurve geniigen, um Gang oder Konstanz der nach Sérensen be 
rechneten y-Werte zu falschen. Es ist deshalb zweckmaBig, dic 
beiden angefiihrten Verfahren zur Bestimmung des H. R. ar 
demselben EiweiBkérper nebeneinander anzuwenden und zu kom. 
binieren. Wenn der Wert fiir den H. R. in der zuletzt  er- 
érterten Art berechnet ist, auBerdem noch fiir verschiedene schwach 
aber unterschiedlich _gebundene Kristalloide gleich ist, so kann 
dieser Wert mit groBer Wahrscheinlichkeit als der wahre Wert 
des H. R. angesprochen werden. Ist H. R. aber bekannt. so kann 
nach Gleichung (2), in der abgeanderten Form y = (H. R. — N. L. R.) 
.¢,, auch fiir die Teile der N. L. R.-c,-Kurve y berechnet werden, 
in denen sich die gebundene Menge mit der Kristalloidkonzen- 
tration andert. 


Im folgenden wird gepriift, 


1. ob das allmahliche Konstantwerden der N. L. R.- Werte in 
hohen Kristalloidkonzentrationen als Beweis dafiir angesehen 
werden kann, daB hier N. L. R. ganz oder nahezu_ gleich 
H. R. ist, 


2. ob die N. L. R.-c,-Kurven fiir denselben Eiweibkorper und ver- 
schiedene Kristalloide mit steigender Kristalloidkonzentration 
(c,) demselben Wert zustreben, der dann als der Wert des H. R. 
gedentet werden miiBte, 


3. ob sich aus irgendwelchen Teilen dieser Kurven die gebundene 
Kristalloidmenge y nach Sdrensen berechnen laBt und ob die 
aus N. L. R. und y berechneten Werte des H. R. fiir die ver- 
schiedenen Kristalloide untereinander und mit dem unter 2. 
gefundenen Wert iibereinstimmen, 


4. ob sich der H. R., d.h. die EiweiBhydratation bei Hitzedena- 
turierung und bei Alkalisierung des EiweiBes andert. 


Fiir Glucose, deren Bindung an EiweiB in letzter Zeit viel Interesse 
gefunden hat!, sowie Glycerin und Harnstoff ergeben sich Bindungs- 


kurven an EiweiB. Die experimentellen Untersuchungen betreffen 
Eieralbumin, weil fiir diesen EiweiBkérper bereits eine sehr genaue 


1 Sérensen, Ber. 60, 999, 1927; Euler u. Brunius, Ann. d. Chem. 467, 
201, 1928; daselbst weitere Literaturangaben. 
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XN. L. R.-c,-Kurve, und zwar fir Ammoniumsulfat als Kristalloid 
von Sérensen! bestimmt ist. 


Il. Die Bestimmung des nichtlisenden Raumes mit der Gefrierpunkts- 


2 


methode?. 


N. L. R. wird nach Gleichung (1) aus c, und ¢, berechnet. Fehler 
von ¢, und ¢c, erscheinen im Werte von N. L. R. auSerordentlich vergrébert 
wieder, um so mehr, je niedriger die Eiweiikonzentration und damit der 
N. L. R. ist®. Genaue Bestimmungen erfordern also hohe EiweiBkonzen 
trationen und sehr scharfe Messungen von ¢, und ¢ Wenn das EiweiB- 
system nur ein einziges Kristalloid enthalt, so kann die mittlere Kristalloid- 


konzentration im Gesamtsystem (c,) und die im freien Lésungswasser (C; ) 
aus der Gefrierpunktserniedrigung bestimmt werden. Die Gefrierpunkts 
erniedrigung in einer EiweiSlésung ergibt c,, wenn von der gemessenen 
Gefrierpunktserniedrigung der Betrag abgezogen wird, der vom Eiwei® 
selbst verursacht ist. c, ist an sich schon bekannt, weil man weil, wieviel 
Gramm des Kristalloids man in eine bestimmte Menge der Eiweiblésung 
eingewogen hat. Es ist aber genauer, ¢, zu bestimmen, indem man dieselbe 
Menge Kristalloid, die man in die EiweiSlésung eingewogen hatte, in die 
gleiche Menge reinen Wassers wiegt und dann die Gefrierpunktserniedrigung 
dieser ,,Kontrollésung*' als Ma fiir c, ansieht, denn im reinen Wasser 
verteilt sich das Kristalloid gleichma8ig und nimmt also die mittlere Kon- 
zentration des Gesamtsystems an. Durch die gleichzeitige Abwagung der 
Kristalloidmenge fiir EiweiB- und Kontrollésung werden aber alle Fehler 
infolge Verunreinigung des Kristalloids (z. B. durch die Wasseraufnahme 
aus der Luft) eliminiert. Die Gefrierpunktsmethode der N. L. R.-Bestimmung 
hat gegeniiber der meistangewandten Methode, c, und c, mit Hilfe einer 
Membrananordnung (Dialyse, Ultrafiltration) zu bestimmen, den Vorzug, 
daB alle Komplikationen durch die Membranen wegfallen. Ferner hat sie 
gegeniiber allen analytischen Konzentrationsbestimmungen den Vorteil, 
daB man ohne Methodenwechsel die N. L. R.-Kurve verschiedener Kri- 
stalloide miteinander vergleichen kann. Sie ist’ theoretisch durch- 
sichtiger als die Polanyische Leitfahigkeitsmethode*, die auSerdem 
nur fiir Elektrolyte anwendbar ist. Wenn die Gefrierpunktserniedri 
gung (Ap) in dem ganzen untersuchten Konzentrationsbereich der Kon 
zentration der Kristalloide proportional ist, so kénnen in (1) die Kon 
zentrationen ohne weiteres durch die Werte der Gefrierpunktserniedrigung 
ersetzt werden. 

Die experimentelle Priifung. wie weit das bei den untersuchten 
Kristalloiden zutrifft, ergibt (Abb. 1): Bei Glucose und Glycerin ist die 
Gefrierpunktserniedrigung geradlinig proportional der Konzentration, 

Millimol 


wenn diese in 4.0 angegeben wird. Wenn dageyen 4p auf die Konzen- 
gz ° 


1 Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 115, 1919. 

2 Die Gefrierpunktsmethode ist zuerst von Rosemann zur Bestimmung 
des N. L. R. vom Casein der Milch angewandt worden (Verh. d. (ies. d 
Naturforscher u. Arzte, Karlsbad 1903, S. 578). 

%’ Vgl. Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 15, 1918. 

4 Polanyi, a. a. O. 
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Millimol 


tration bezogen wird, dann wiichst 4p bei héheren Kristalloid 
ecm Loésung 


konzentrationen, fiir die die Gesetze der idealen verdiinnten Lésung 

nicht mehr gelten, iibermaBig an. Dies beruht offenbar auf dem Wirksan 

werden der b-Konstante der van der Waalsschen Zustandsgleichung. FE 

k6énnen also bei Glucose und Glycerin die Konzentrationen durch die voy 

ihnen herriihrenden Ap-Werte ersetzt werden, sobald es sich um gravi 
Millimol Kristalloid 


metrische Konzentrationen handelt. Beim Harnstoft 


g LOsuogsmittel 


Millimol 
dagegen ist 4p geradlinig proportional der Konzentrationsangabe 


ecm Loésung 


— vielleicht infolge des niedrigen Molekularvolumens von Harnstoff 


wahrend es hinter dem Anwachsen der gravimetrischen Konzentration 


Millimol | 


H.O in héheren Kristalloidkonzentrationen etwas zuriickbleibt. Dies¢ 
Ei, 
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Abb. 1. 
Verhiltnis der Gefrierpunktserniedrigung (4p) zur Kristalloidkonzentration (c,) 
1. bei Glucose, 2. bei Glycerin, 3. bei Harnstoff, 


Millimol Millimol 


a) wenn c, in ,  b) wenn ¢, in 


ecm Lisung g Lésungswasser 


angegeben wird. 


Abweichung vom geradlinigen Ansteigen von Ap mit der gravimetrischen 
Konzentration wirkt sich aber bei den geringen Konzentrationsunterschieden, 
die durch den N. L. R. bedingt sind, so wenig aus, daB man auch beim 
Harnstoff die gravimetrischen Konzentrationen ohne weiteres durch Ap 
ersetzen kann, ohne da8 daraus ein merkbarer Fehler im Betrag des N. L. R. 
entsteht. 
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Um fiir diesen Spezialfall der gravimetrischen Konzentrationsangabe 
len N. L. R. zu berechnen', brauchen wir folgende Symbole: 


Ik Millimol Kristalloid. 


I we Gramm freies Lésungswasser in der Eiweiflésung. 
dy Gramm Wasser der Kontrollésung. 
gn. L. R. Gewicht des N. L.R., d.h. der im N.L. R. enthaltenen 


Stoffe (EiweiB, gebundenes Wasser). 
AM pe Gefrierpunktserniedrigung der kristalloidhaltigen Eiweii 
losung. 


1 py Gefrierpunktserniedrigung einer Wasserkontrolle von gleichem 
Fliissigkeits- und Kristalloidgewicht wie die Eiweiflésung. 
Ip, Gefrierpunktserniedrigung der kristalloidfreien  Ejiweib- 


lésung (= Leerwert der Eiweiflésung). 

Wird das gleiche Kristalloidgewicht in je 1 g Eiweilésung und reines 
Wasser eingewogen, so verteilt sich diese Menge in dem reinen Wasser 
in dem ganzen Gramm, in der EiweiBlésung aber nur in dem Teil des 
Grammes, der aus freiem Lésungswasser besteht (1 qN.L. R.). Es ist also 


9). Y) : . 
-1 “(1 qN.L.R.) 
I, Vw 
der 
9}, I 
* I we 9 
gN.L.R. . (la) 
I, 
Po 


Die gravimetrischen Konzentrationen der rechten Seite dieser Gleichung 
kénnen durch die Gefrierpunktserniedrigungen ersetzt werden, die vom 
Kristalloidgehalt der betreffenden Lésungen herriihren. Diese ergibt sich 
fiir die EiweiSlésung aus der Gefrierpunktserniedrigung der kristalloid- 
haltigen Eiwei8lésung durch Subtraktion der Gefrierpunktserniedrigung 
in der kristalloidfreien EiweiBl6sung (kurz Leerwert = Ap,). Es wird 
also (la) zu ity — in 49, 
g N.L.R. ‘ (1b) 
: ( Ip.) - Ip) 

Der Wert des N. L. R. und damit auch der aus ihm abgeleitete Wert des 
H. R. ergibt sich dann also in Gramm als Gewicht des EiweiBes und des 
Wassers, die den N. L. R. bzw. H.R. ausfiillen. 

Fiir die praktische Ausfiihrung der Versuche ist es zweckmaBig, von 
der Bedingung freizukommen, da8 Versuchs- und Kontrollésungen aus 
gleichen Kristalloid- und Fliissigkeitsgewichten zusammengesetzt sein 
sollen. Die Herstellung von genau gleichkonzentrierten Lésungen ist bei 
bestimmten Versuchen (s. unten) unmdéglich, immer aber langwierig, wodurch 
unkontrollierbare Fehler entstehen (Wasseraufnahme aus der Luft usw.). 
Nun darf die Konzentration der EiweiSlésung gy /9e: (Ger Gramm Ei- 
weiBlésung) von der Konzentration der Kontrolle g,'/g,, verschieden sein, 
falls nur beide Konzentrationen genau bekannt sind. Dann ist namlich 

if dae ° 
tr re m oder r o Mn . (4) 
Io Iw Dy + Ver 

1 Diese Berechnungsweise geht auf Sdérensens .,Proportionalitats- 

methode“ zuriick (Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 46, 1918). 
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Da x die Zahl angibt, mit der die Konzentration der Kontrollésung multi- 
pliziert werden mu, um der Konzentration der Versuchslésung gleich zu 
werden, mu auch die gefundene Gefrierpunktserniedrigung (4p,) mit 
multipliziert werden, um die Gefrierpunktserniedrigung (A p,) zu ergeben 
die die Kontrollésung gehabt hatte, wenn ihre Konzentration [entsprechend 
(la)| von vornherein der Versuchslésung gleich gewesen ware: 


r.Ap, = Ip. 
Damit wird aus (1b) unter Benutzung von (4): 
g ‘9, 
(Ap, — 4p) — —* Ip, 
, Iu Ix 
g N.L.R. : (Le) 


(Ap,,— AP) 


Gleichung (le) enthalt auf der rechten Seite nur noch direkt und sehr 
genau bestimmbare GréBen. Sie enthalt neben den gemessenen Cefrier- 
punktserniedrigungen nur noch Gewichte, die im Gegensatz zum Volumen 
einer Fliissigkeit bequem auf weniger als 0,1°, genau festgestellt werden 
kénnen. Ferner gestattet (lc) die Anwendung der Gefrierpunktsmethode 
auch fiir die Ermittlung von g N. L. R. bei Hitzekoagulationsversuchen, 
bei denen selbst urspriinglich gleich konzentrierte Versuchs- und Kontroll- 
lésungen wéhrend der Koagulation durch ungleichmaBige Verdunstung 
ungleich werden. In die Gleichung (1c) sind dann fiir g,,; und 4g,, selbst- 
verstandlich die Gewichte einzusetzen, die nach der gravimetrisch kon- 
trollierten Verdunstungsperiode noch vorhanden sind. Im iibrigen wurden 
die abgewogenen Mengen von Lésung und Kristalloid in Versuch und 
Kontrolle so ahnlich angesetzt, wie es ohne Zeitverlust méglich war, um 
unkontrollierbare kleine Fehler bei beiden gleichzumachen. 

Die Gefrierpunktsbestimmung selbst geschah in einem modifizierten 
Apparat nach Nernst-Abegg, der fiir die Aufnahme kleinerer Lésungs- 
mengen (etwa 13 ccm) eingerichtet war. Infolge geringer Unterkiihlung 
(0,15 bis 0,30°), weiten Luftmantels (Dicke des Luftmantels 3,2 em), verhalt- 
nismaBig geringer Temperaturdifferenz zwischen Untersuchungsfliissigkeit 
und Kaltemischung (etwa 3 bis 4°) und mechanischer Riihrung fielen Kon- 
vergenz- und Gefriertemperatur praktisch zusammen. Dies ergibt sich 
daraus, daB unter den angegebenen Bedingungen Anderungen der Riihr- 
geschwindigkeit und der Unterkiihlung keine scheinbaren Anderungen 
des Gefrierpunktes veranlaBten. Die Differenz der Zwei- bis Vierfach- 
bestimmungen betrug im Mittel 0,002°, d.h. nicht viel mehr als die Un- 
sicherheit bei der Thermometerablesung mit Lupe betragt. Diese Differenz 
war von der absoluten GréBe der Gefrierpunktserniedrigung, d. h. von der 
Kristalloidkonzentration unabhangig. Wie sich ein Fehler von 2 . 0,002° 
= 0,004° in der Differenz der Gefrierpunktserniedrigungen von Versuch 
und Kontrolle auf die Bestimmung eines g N. L. R. von 19°, (etwa 15°, 
EiweiB)! bei verschiedenen Kristalloidkonzentrationen auswirkt, zeigt 
Tabelle I. 

Doch ist das tatsaéchliche Auftreten eines Fehlers dieser GréBe nicht 
anzunehmen, da jede Gefrierpunktserniedrigung sich als Mittelwert von 
Zwei- bis Vierfachbestimmungen ergab. Die Mehrfachbestimmungen 


1 Die benutzten EiweiBlésungen enthielten im Mittel etwa 15°, 
EiweiB. 
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Tabelle I. 





Kristalloid- 
konzentration * 
Millimol 


g Losungsw 


2.0 
1,0 
0.5 
0.25 
0,125 


konnten an 


asser 


derselben 


Ip, 


3.425 
1,859 
0,925 
0.463 
(0,232 


Losung 


bei einem N 
von 19¢ 


0,650" 
0.352° 
0,176° 
0,088° 


Fehler des N.L.R 
gef.N L.R.—wahrerN.L.R 


Ip Ip, wahrer N. LR — 
L.R bei 0,004° Fehler des Wertes 
Ip, Ip 
O62 
1,14 
2,28 
4.56 
9,12 


0.044° 
nach Wiede 


rauftauen ausgefiihrt 


werden. 





Wird naémlich in eine Drahtschlinge etwas nasses FlieBpapier eingedreht 
und dieses dann frieren gelassen, so kann man impfen, indem man es einen 
Augenblick in die Lésung eintaucht. Beim Wiederauftauen wird die Lésung 
dann nicht durch Mitauftauen von Impfkristallen verdiinnt. 

In den Hitzekoagulationsversuchen wurden Versuchs- und Kontroll- 
lésung in weite Reagenzglaser eingewogen und dann gleichzeitig im Becher- 
glas 12 Minuten auf 100° erwarmt. Die Koagulation der Fiwei®lésung 
war dabei vollsténdig (Sulfosalicylsiure-Probe). Die Reagenzgliser waren 
mit Stopfen verschlossen, welche von einem langen Glasrohr durchbohrt 
wurden. Dieses Glasrohr wirkte als RiickfluBkiihler. Dann wurde die zu 
einem Gel erstarrte Eiwei$lésung mit einem gewogenen Glasstab durch- 
gerihrt und ebenso wie die Kontrollésung iiber Nacht im Eisschrank ver- 
schlossen aufbewahrt. Dies geschah, um das kristalloidfreie Kondenswasser, 
das aus dem Glasrohr zuriickgeflossen war, mit dem im Koagulum befind- 
lichen freien Kristalloid- 
konzentration zu bringen. 
verdunstet war, wurde durch erneute Wagung festgestellt 


LéOsungswasser wieder auf genau die gleiche 
Wieviel von den beiden Lésungen bei alledem 
ohne den 

Je - Ju 


Glasstab herauszunehmen und bei der Berechnung des Gliedes 


Jel - Jk’ 
von Gleichung (lc) beriicksichtigt. Das freie L6sungswasser wurde dann aus 
dem Koagulum in einem einfachen, aber sehr gut abgedichteten, ge- 
schlossenen System abgepreBt (s. Abb. 2). Das Auspressen der hoch- 
prozentigen Koagula erfordert mehrstiindige Einwirkung eines erheblichen 
Druckes, es kann nicht mit der Hand vorgenommen werden. 








Abb. 2 
Ps 
Vorrichtung fiir die Filtration des koagulierten 
a Eieralbumins im geschlossenen System 
h 7] Gummi, r R skordspritze,’ 
/ h Holz, k = Koagulum, 
i= Leinenfilter, / = Filtrat 
=) 
| OLLIE LITE, 





Die Versuchsresultate werden in g N. L. R. pro Gramm Eiweil (gp) 
Die Umrechnung erfolgte auf Grund von Kieldahl-Doppel- 
Differenz nur selten 1°, der 


angegeben. 
bestimmungen der Eiwei®lésungen, deren 
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gefundenen N-Menge erreichte. DaB sich auch die EiweiBkonzentratior 
bei den Koagulationsversuchen erhéhte, wurde beriicksichtigt. Fehler de: 
EiweiBbestimmung gehen im Gegensatz zu den Fehlern bei den GréBen 
die der Bestimmung des N. L. R. dienen, nicht vergréBert in das endgiiltig: 
Resultat g N. L. R./g¢ ein. Wie weit dessen Werte schlieBlich streuen 
geht aus der Betrachtung der Versuchsergebnisse (s. Abb. 3 und 6) hervor 
Dabei ergibt sich auch, daB die Versuchsresultate bei koaguliertem Eiweil 
trotz des komplizierten Versuchsganges nicht mehr streuen als bei den 
genuinen. 

Es wurde der N. L. R. an 12 bis 20°, igen Lésungen elektrodialysierten 
kauflichen Eieralbumins (Alb. ex ovo, Grossmann, Hamburg) bestimmt 
Die spezifische Leitfahigkeit der reinen Lésungen betrug etwa 5. 10—°, die 
Gefrierpunktserniedrigung etwa 0,02 bis 0,03°, nach der Koagulation 
etwa 10—* bzw. 0,03 bis 0,04°. Die zugesetzten Kristalloide waren Trauben 
zucker, puriss. et anhydr. von Merck, analysenreines Glycerin und analysen 
reiner Harnstoff von Merck. 

Glycerin und Harnstoff wurden zur Vermeidung von Wagefehlern 
mit dem Wassergehalt der Zimmerluft in Gleichgewicht gebracht (durch 
Offenstehenlassen). Der Wassergehalt des Glycerins betrug dann aero 
metrisch wie nach der Gefrierpunktsmethode 12°,. Dieser Wassergehalt 
wurde beriicksichtigt: 1. bei der Bestimmung von g N. L. R., indem der 
Wassergehalt des zugesetzten Glycerins zum Gewicht von Versuchs- und 
Kontrollésung (g.; und g,) hinzuaddiert und von dem Glyceringewicht 
(g, und gy) subtrahiert wurde; 2. bei der ferechnung von gN.L. R. 
pro gg, indem die Eiweiikonzentration um den Betrag dieses Wassers 
korrigiert wurde; 3. bei der Angabe der Glycerinkonzentration als Abszisse 
der N. L. R.-c,-Kurve fiir Glycerin und Eieralbumin (Abb. 3 und 5) und 
der Kurve der Gefrierpunktserniedrigungen reinen Glycerins (Abb. 1). 


Ill. Hydratationsraum und Kristalloidbindung von Eieralbumin. 

Die Versuchsresultate werden so dargestellt, daB das Gewicht des 
N. L. R. (g N. L. R.) angegeben wird, das durch 1 g Eieralbumin (g;) 
bei der gegebenen Versuchsanordnung bedingt ist. 

Betragt dieses Gewicht 1 g, so ist der N. L. R. nur von Eieralbumin 
erfiillt, ist es gréBer, so enthalt der N. L. R. auBerdem noch Hydratations- 
wasser, und zwar (N. L. R. 1)g. Falls g N. L. R. kleiner ist als 1, sieht 
es so aus, als ob Kristalloid auch noch in die EiweiSmolekiile selbst ein- 
gedrungen ist, offenbar weil erheblichere Kristalloidmengen vom Eiweii 
gebunden sind. 

J N. L. R 
IE 
isoelektrischem Eieralbumin fiir wechselnde Konzentrationen ver- 
schiedener Kristalloide im freien Lésungswasser (c,) ist. Die Abbildung 
gibt also eine Reihe von N. L. R.-c,-Kurven (Kurven | bis 4). Die 
gN.L.R 


Abb. 3 zeigt zunachst, wie grob ‘bei genuinem ungefahr 


Unterschiede im Resultat ‘ bei niedrigen Kristalloidkonzentra- 


JE 
tionen zeigen, daB diese Kristalloide vom Eieralbumin in verschiedenem 


Umfange gebunden werden. DaB in den Kurven 3a, b und ec, fiir die 
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Versuche Sérensens herangezogen wurden!, Unterschiede in der Bindung 
des NH, bestehen, beruht auf der Verschiedenheit von deren [H | 
(siehe Text zu Abb. 3). Die Unterschiede in der Bindung der ver- 


schiedenen Kristalloide werden bei den N. L. R.-Kurven 1, 2, 3a, b, ¢ 
mit steigender c, immer kleiner, fiir c, co streben diese fiinf Kurven 
demselben Wert von etwas iiber 1,30 zu. Dieses ist offenbar der Wert, 
bei dem die GréBe des N. L. R. durch Kristalloidbindung und ihre 














Abb. 3. 
. ‘ . N. L. R. : Millimol Kristalloid 
N. L. R.-ce- Kurven. Ordinate 9 , Abszisse (c,) iltime! Kristallok ; 1) = Glu- 
IE g Lisungswasser 
cose (- —-—, Versuchspunkte = +); 2) = Glycerin (——, Versuchspunkte @): 3)= NH, 
(——-—, nach Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 115, 1919), a) bei PH 4.6, b) bei 
Pu = 4,8, c) bei Pu = 5,0; 4) = Harnstoff (——— - - ———-, Versuchspunkte A): 5) H.R 


aus Kurve 1 (@), 2 (@) und 8 (©) berechnet. 


Unterschiede nicht mehr beeinfluBt wird, d. h. der Hydratationsraum. 
Dieser SchluB gewinnt an Gewicht, wenn man die gebundene Kristalloid- 
menge fiir den Konzentrationsbereich der Kristalloide feststellt, in 
welchem die gebundene Menge nach Gleichung (3) konstant ist, und 
dann den Hydratationsraum nach Gleichung (2) berechnet (siehe 
Kapitel I). Dann zeigt Kurve 5, daB in dem zur Berechnung geeigneten 
Konzentrationsbereich (in dem y = konst.) sich derselbe Hydratations- 
raum aus den verschiedenen N. L. R.-Kurven 1 bis 3 ergibt, und dab 
dessen Betrag ebenfalls dicht iiber 1,30 liegt (etwa 1,33 bis 1,36). Der 
Hydratationsraum enthilt also 1g EiweiB und 0,33 bis 0,36 g¢ ge- 
bundenes Wasser. Bei Harnstoff (Kurve 4) findet sich zwar, im Gegen- 


1 Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 115, 1919. 
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satz zu den Befunden Odas am Serum}, ein nicht unbetrichtliche: 
Wert des N. L. R., er bleibt aber trotzdem auch in den héchsten Kon 
zentrationen (etwa 2 mol.) weit hinter dem Hydratationsraum zuriick 
Der EinfluB der Harnstoffbindung durch Eieralbumin die Bindung 
ist offenbar viel gr6éBer als bei den anderen untersuchten Kristalloiden 

- nicht in erkennbarer Weise. Die 


ae fe ae ; 
geht auch daraus hervor, da® hier immer noch < 1 bleibt 
YE 
Dennoch biegt auch die Harnstoffkurve mit wachsender c, mehr und 


é 


verschwindet also mit steigender c 


mehr zur Horizontalen um; dies ist also nicht als Beweis dafiir an- 
zusehen, daB sich der N. L. R. in seinem Betrage dem H. R. nahert 
Da das Glied y/c,, welches die Differenz zwischen N. L. R. und H. R 
angibt [siehe Gleichung (2)]. sich beim Harnstoff nicht Null nahert, 
mu es sich einem konstanten Wert nahern; d. h. die gebundene Menge y 
mul} mit ¢, annahernd geradlinig anwachsen. Diese Eigentiimlichkeit 
der Harnstoffbindung an EiweifS$ hangt vielleicht mit seiner aus- 
gezeichneten Fiahigkeit, Komplexe zu bilden®, zusammen und kommt 
vielleicht auch neben seinem kleinen Molekularvolumen fiir die Er- 
klarung seines ausgezeichneten Permeationsvermégens in_ tierische 
Zellen in Frage’. 

Vielleicht kénnen iiberhaupt Versuche iiber den N.L. R. und die 
Bindung an EiweiSkérper Eigentiimlichkeiten der Kristalloid-Eiweib- 
beziehungen aufdecken, durch die die kleinen Schwierigkeiten der .Wondschen 
.Permeabilitatstheorie** beseitigt werden kénnen. 

Es ist fiir manche biologischen Fragen (vgl. die Zusammenstellung 
bei Augsburger*) niitzlich und fiir die Frage, durch welche Gruppen 
des EiweiBes bestimmte Kristalloide gebunden werden, notwendig?, 
zu wissen, wieviel Kristalloid bei bestimmter Konzentration von 1 ¢ 
EKiweiB gebunden wird. Die Festlegung des Hydratationsraumes ge- 
stattet es, nach Formel (2) aus der N. L. R.-Kurve abzulesen, wieviel 
das ist. Dies wird in Abb. 4 fiir Glycerin, Glucose und Harnstoff dar- 
gestellt. Fiir seine Versuche mit NH, hat Sdrensen selbst eine ent- 


' Oda, diese Zeitschr. 218, 459, 1930. 

2 Auf einer solchen Harnstoff-EiweiBkomplexbildung beruht vielleicht 
auch die von Burk [Programm der Doktor-Dissertation, University of 
California (1929), zitiert nach Sérensen, Kolloidzeitschr. 58, 117, 1930) 
beobachtete Eigenschaft konzentrierter Harnstofflésungen, das Teilchen 
gewicht des Hamoglobins auf die Halfte seines Wertes in reinem Wasser 
herabzusetzen. 


3 Mond, Pfliigers Arch. 219, 467, 1928. 

* Augsburger, a.a. O. 

5 Sérensen, Ber. 60, 999, 1927; Euler u. Brunius, Ann. d. Chem. 467, 
201, 1928; daselbst weitere Literaturangaben. 
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-prechende Abbildung gebracht. Die Bindung von Glycerin und Zucker 
ist auBerordentlich geringfiigig, Aquivalentgewichte des Kieralbumins 
fir Glucose = etwa 12000*. fiir Glycerin = etwa 20000. Die Bindung 
des Glycerins nimmt vonce, = 0,3 mol., die des Zuckers von c, = 0,7 mol. 
nicht mehr weiter zu. Die Harnstoffbindung ist schon in niedrigen 
Konzentrationen sehr viel gréBer und steigt weiter steil an. Im tibrigen 
sind die gebundenen Mengen aller dieser Substanzen so gering, daf 
sie ohne Beriicksichtigung des N. L. R. bzw. H.R. nicht einmal 
qualitativ nachgewiesen werden kénnen’. 
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Abb. 4 
: Millimol gel 
y-Ce-Kurven. Ordinate y = wees ed a) Glucose, b) Glycerin, ¢) Harnstoff; sonst wie 


OF 

Abb. 3. Der gestrichelte Kurvenverlauf ist intrapoliert. Die konstanten y-Werte bei Glucose 

oberhalb ec, 0,7, bei Glycerin oberhalb c¢, 

berechneten Werte mit Hilfe der Gleichung (2) ermittelt. Durch ein Versehen sind fiir Glucose 

und Glycerin die Ordinatenwerte verdoppelt; die abgelesenen Werte sind also mit 0.5 zu 
multiplizieren. 


= 0,3 sind nach der Gleichung (3), alle tibrigen 


Die gebundene Menge der Kristalloide ist bei der Kristalloid- 
konzentration Null bestimmt = 0, wihrend der N. L. R. bei der 
Kristalloidkonzentration Null unbestimmt ist. Die Mengenkurve des 
gebundenen Kristalloids kann also im Gegensatz zur N. L. R.-Kurve 
zwischen dem niedrigsten gemessenen Wert und Null intrapoliert 
werden, wie dies auf Abb. 4 durch gestrichelten Kurvenverlauf an- 
gedeutet ist. Diese Intrapolation ist bei Glucose und Glycerin so ein- 
deutig, daB die intrapolierten Werte der gebundenen Menge (y¥) benutzt 
werden kénnen, um den N.L.R. auch fiir niedrigere Kristalloid- 
konzentrationen, fiir die er mit der Gefrierpunktsmethode nicht ge- 
niigend genau bestimmbar ist, nach (2) aus dem H. R. auszurechnen. 


* Es wiirde im Eieralbumin also nur jede dritte der vorhandenen 
é NH,-Giuppen des Lysins fiir die Bindung von Glucose (als Schi//sche 
Base) in Betracht kommen bei einem Aquivalentgewicht des Eieralbumins 
an Lysin von etwa 4000. Es ware allerdings noch zu priifen, ob das Aqui- 
valentgewicht des Ovalbumins fiir Glucose bei alkalischer Reaktion nicht 
kleiner ist. 

1 Sérensen. Ber. 60, 999, 1927; Euler u. Brunius. Ann. d. Chem. 467, 
201, 1928; daselbst weitere Literaturangaben. 
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Die Ergebnisse sind in Abb. 5 dargestellt. Die Grenzen des schraffierte 
Feldes am Anfang der N. L. R.-Kurven geben den oberen und untere) 
Wert von N. L. R., falls die intrapolierten Werte von y als unsich« 
um 0,001 Millimol bei Glucose und um 0,002 Millimol bei Glyceri 
angesehen werden. 





Abb. 5. 

Fiir kleine Werte von Ce 
berechnete NLR - ¢, - Kurven, 
a) fiir Glucose, 

b) fiir Glycerin ; 


sonst wie Abb. 3. 





setae = a oe or 
0 ty 05 08 0 t 1 


SchlieBlich kann auch die ungefihre Grébe des N. L. R. bei extrem 
(unendlich) niedrigen Kristalloidkonzentrationen aus der y-c,-Kurve 
abgelesen werden. Da der H. R. etwa gleich 1,33 ist, bleibt der N. L. R 
so lange positiv, als y/c, kleiner als‘1,33 bleibt. Die GréBe von y ¢, 
in unendlich kleinen Konzentrationen kann dadurch bestimmt werden, 
daB man an die y-Kurve im Koordinatennullpunkt die Tangente legt 
Man sieht dann, da der Tangens, das ist y/c,, fiir unendlich kleine 
Glucose- und Glycerinkonzentrationen immer noch wesentlich kleiner 
als | ist, fiir Glucoseeieralbumin = etwa 0,6. Fiir Glucoseserumalbumin 
ergibt sich ungefahr derselbe Wert, wenn man die N. L. R.-c,-Kurve 
von Weber-Nachmannsohn' in entsprechender Weise auswertet.  Fii 
Glycerineieralbumin ist der Tangens = etwa 0,5. Es ist also bei sehr 
niedrigen, z. B. physiologischen Konzentrationen fiir Glucoseeieralbumin 
mit einem N. L. R. von etwa 0,7 g, fiir Glycerineieralbumin mit einem 
N. L. R. von etwa 0,8 g pro Gramm Eiweif zu rechnen. Beim Harnstoff 
ist die Lage der Nullpunktstangente an die y-Kurve wesentlich un- 
sicherer, der Tangens diirfte 1,0 bis 1,1 und der N. L. R. bei sehr kleinen 
Konzentrationen damit etwa 0,2 bis 0.3g pro Gramm Eieralbumin 
betragen. 

Das Volumen des H. R./gp und N. L. R./gp fiir Werte unter 1 berechnet 
sich aus dem Gewicht durch Multiplikation mit 0,74 (spezifisches Volumen 


weer sa ‘ . gN.L.R. 
des EiweiBes) und fiir Werte iiber 1 nach der Formel 0,74 + 
IE 
- 2 Pie gN.L.R. : 
(0,74 = Eigenvolumen des EiweiBes und 1 = Volumen des 
VE 


1 Weber-Nachmannsohn, a. a. O. 
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ristalloidfreien Wassermantels). Das Volumen des N. L. R. betragt dann 
r | g EiweiB und Glycerin und Glucose zwischen 0,5 und 1,07 cem je nach 
Konzentration des Kristalloids, in guter Ubereinstimmung mit den 
Messungen von Weber-Nachmannsohn am Serumalbumin'; fiir Harnstoff 
zwischen 0,15 0.2 und etwa 0,6cem. Zwischen 0 und 1,07 cem (dem 
Volumen des H. R./g,) diirfte das Volumen des N. L. R./g¢ bei den meisten 
ndifferenten Kristalloiden liegen; er kann deshalb fiir ungenauere Betrach- 
tungen in weniger eiweifBreichen Systemen sicher haufig vernachlissigt 
werden. Dies gilt nicht, wenn das Kristalloid in erheblicherem MaBe vom 
EiweiB gebunden wird, da es einen allgemeineren dem H. R. analogen 
(irenzwert fiir negative Werte des N. L. R. nicht gibt. 


iV. Anderungen des Hydratationsraumes und des nichtlisenden Raumes als 
Ma8 von Hydratationsinderungen. 


Die GréBe des Hydratationsraumes (H. R.) hangt zweifellos von 
der GréBe der EiweiBhydratation ab. Aber auch die GréBe des nicht- 
lisenden Raumes kann als relatives MaB von Hydratationsinderungen 
angesehen werden, falls sich der N. L. R. andert, ohne daB eine Anderung 
in der Menge gebundenen Kristalloids eintritt. 

Von der Hitzedenaturierung der Proteine wird im allgemeinen 
ingenommen, daf sie mit einer Hydratationsinderung verbunden sei. 
Doch gehen die Ansichten dariiber auseinander, ob es sich hierbei um 
eine Dehydratation oder um eine Hydratationssteigerung handelt. 

E. Freund und B. Lustiq? deuten bestimmte von ihren Versuchs- 
ergebnissen als Herabsetzung der Wasserdampftension von Eiweiflésungen 
im Koagulationsmoment. Sie haben aber nicht Gleichgewichte der Damptf- 
spannung gemessen, und auch sonst ist ihre Versuchsanordnung nicht so 
durchsichtig, daB man ihren Schliissen folgen kann. Andere direkte Beweise 
fiir eine Hydrationssteigerung bei der Hitzeflockung sind nicht bekannt. 
Andererseits liegt aber auch zugunsten der viel verbreiteten Ansicht, die 
Hitzekoagulation sei mit einer Dehydratation verbunden, nur eine unmittel- 
hare Messung vor Sérensen? fand namlich, daB heim Eieralbumin der 
N. L. R. fiir NH, in héheren Konzentrationen durchweg nach der Koagula- 
tion niedriger ist als vorher. 

Es fragt sich. ob die von Sérensen bei der Hitzekoagulation beob- 
achtete Verkleinerung des N. L. R. fiir NH, auf einer Verkleinerung 
des H. R. (Dehydratation) oder aber auf einer VergréBerung von y 
(der gebundenen N H,-Menge) beruht. Sdrensen selbst nimmt an, y wirde 
kleiner, weil beim koagulierten Eiweif der N. L. R. mit steigender c, 
(mit steigender [NH,]) langsamer zunimmt als beim genuinen Eier- 
albumin. Das ist wahrscheinlich so, aber der SchluB ist nicht zwingend. 
Das Beispiel des Harnstoffs zeigt, daB bei hohen Kristalloidkonzentra- 


| Weber-Nachmannsohn, a. a. O. 
2 E. Freund u. B. Lustig, diese Zeitschr. 167, 355, 1926. 
3 


Sérensen, Compt. rend. d. trav. d. Labor. Carlsbad 15, Nr. 0, 1925. 
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tionen solch geringe Neigung der N. L. R.-Kurve gegen die Abszisse) 
achse auch vorkommen kann, wenn y gro} ist. Infolgedessen gewinn' 
die SchluBfolgerung, die Abnahme des N. L. R. fiir NH, beruhe nich: 
auf einer VergréBerung sder gebundenen NH, -Menge, sondern ein 
Abnahme des H. R., an Sicherheit, wenn dieselbe Abnahme des N. L. R 
auch bei anderen Kristalloiden auftritt, die in anderem Betrage 
EKiweiB gebunden werden. Dies wird besonders iiberzeugend wirke: 
wenn das betreffende Kristalloid vom Eieralbumin vor und nach dé 
Hitzedenaturierung in demselben Umfange gebunden wird. 














Abb. 6. 
N L.R-c,-Kurven fiir Glucose a) mit genuinem, b) mit hitzekoaguliertem Eieralbumin 
sonst wie Abb. 3. 


Abb. 6 zeigt N. L. R.-c,-Kurven von 1 g Eieralbumin fiir Glucose 
vor und nach der Hitzekoagulation. Die Kurven laufen parallel, de: 
N. L. R. ist fiir alle Kristalloidkonzentrationen um einen konstanten 
Betrag von etwa 0,1 g (0,09 g) herabgesetzt. Die Abnahme des N. L. R 
durch die Hitzeflockung ist demnach innerhalb der Versuchsfehle: 
dieselbe wie bei Sérensens N H,-Versuchen (0,11 g bei 1 mol. (N H,),SQ,) 
Es ist von vornherein nicht anzunehmen, da®B die Bindung von zwei 
ganz verschiedenen Kristalloiden (Elektrolyt und Nichtelektrolyt), dis 
beide an sich sehr wenig gebunden werden, gerade um einen so hohen 
Betrag infolge der Koagulation zunimmt, daB sich bei beiden dieselbe 
Verkleinerung des N. L. R. ergibt. AuBerdem ist aber offenbar die 
gebundene Zuckermenge vor und nach der Hitzedenaturierung gleich, 
denn bei beiden Zuckerkurven entspricht der gleichen Differenz de: 
c,-Werte die gleiche Differenz im N.L.R. Aus diesen Differenzen 
wird nach Gleichung (3) die gebundene Kristalloidmenge y berechnet ! 
Also ist die Verkleinerung des N. L. R. nicht durch eine Anderung in 
der Menge des gebundenen Zuckers, sondern durch eine Abnahme des 
Hydratationsraumes bedingt. 


1 Diese Uberlegung gilt zunachst nur fiir y = konstant, doch laBt sic 
sich auf die iibrigen Teile der N. L. R.-Kurven unter Benutzung von Glei 
chung (2) iibertragen. 
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Einem g Eieralbumin entspricht nach der Koagulation immer noch 
in N. L. R. von 1,16 g fiir Glucose (s. oben) bis 1,19 g fiir N H, (Sdrensen). 
Was Eieralbumin wird also selbst bei vollstandiger Hitzefallung zwar 
lehydratisiert, aber nicht vollstandig dehydratisiert. Dieses Ergebnis 
Ndrensens hat sich bestatigt. 


Weber und Nachmannsohn! haben die Abhangigkeit der Eiweib- 
hydratation von der EiweiBionisation auBer mit anderen Methoden 
auch durch Messung der py-Abhangigkeit des N. L. R. gepriift. Sie 
haben sich aber hierbei auf das Gebiet neutraler und saurer Reaktion 
beschrankt, weil bei der langen Dauer ihrer Methode zur Bestimmung 
des N. L. R. (Dialysemethode) im alkalischen Milieu Zersetzung der 
Glucose zu befiirchten war. Wird die Gefrierpunktsmethode, die nur 
kurze Zeit erfordert, und als Kristalloid Glycerin verwendet, so sind 
diese Befiirchtungen hinfallig. Eine Nachprifung am Eieralbumin 
mit Glucose und im alkalischen Milieu mit Glycerin als Kristalloid 
ergibt, daB auch beim Eieralbumin der N. L. R. bis weit ins alkalische 
Gebiet hinein von der EiweiBionisation unabhangig ist. Die ver- 
wendeten Kristalloidkonzentrationen (1 mol.) sind so hoch, da} der 
N.L.R. fiir Glucose und Glycerin nach den Ergebnissen von Kapitel LI 
als brauchbares MaB des H. R. angesehen werden kann. In der folgenden 
Tabelle sind die Resultate fiir g N. L.R. pro Gramm Eiweib bei 
variierter [H'] angegeben. 





Kristalloid- "OL 
. : konzentration g Rk 
Pu Kristalloid Millimol 


q Lésungswasser 


3,25 Glucose 1,255 1,25 
4,11 Glycerin 1,095 1,282 
4.65 re 1,000 1,29 
4.65 Glucose 1,322 1.256 
9,14 Glycerin 1,093 1,241 
10,25 — : 1,102 1,31 


Zusammenfassung. 

1. Die GréBe des nichtlésenden Raumes in einem gegebenen Eiweib- 
kristalloidsystem ist bestimmt durch die GréBe des Hydratationsraumes 
und die Menge des Kristalloids, die vom EiweiB gebunden wird. Als 
Hydratationsraum wird der nichtlésende Raum definiert, wenn tber- 
haupt kein Kristalloid vom EiweiB gebunden wird. Der Hydratations- 
raum gibt infolgedessen den Maximalwert, den der N. L. R. erreichen 
kann. Ferner sind Unterschiede in der GréBe des Hydratationsraumes 


1 Weber-Nachmannsohn, a. a. O. 
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ein brauchbarer relativer Mastab fiir Hydratationsunterschiede ci 

betreffenden Kolloide oder Kolloidzustande. Da die GréBe des N. L. k 
sowohl von der GroBe des H. R. wie von der gebundenen Kristalloi: 

menge abhangt, ist es unmdglich, eine dieser beiden GréBen isolie: 

aus Versuchen tiber den N. L. R. zu bestimmen. Dagegen kénne 

beide zugleich bestimmt werden, wenn die Abhangigkeit des N. L. k 
von der Konzentration eines gegebenen Kristalloids gemessen wird 
Es werden die Verfahren kritisch erértert, mit deren Hilfe in diesen 
Falle die gleichzeitige Bestimmung des Hydratationsraumes und de 

gebundenen Kristalloidmenge méglich ist. 

2. Als Methode zur Bestimmung des N. L. R. in verschiedenartigen 
und verschieden konzentrierten Eiweibkristalloidsystemen bietet di: 
Gefrierpunktsbestimmung Vorteile, die erértert werden (Kapitel I] 
Fiir die Berechnung des N. L. R. aus den gemessenen Gefrierpunkts 
erniedrigungen eiweiBhaltiger und eiweibfreier Kristalloidlésungen 
werden Formulierungen angegeben (Kapitel I1). 

3. Die Verfahren zur Bestimmung des H.R. aus dem N. L. R 
werden experimentell gepriift. Dabei ergibt sich, daB der H. R. fii 
lg genuinen Eieralbumins 1,33 bis 1,36 g wiegt, d.h. unter Beriick- 
sichtigung des spezifischen Gewichtes des Eieralbumins etwa 1,1 cem 
(1,07 bis 1,08 ccm) einnimmt. Dieser Wert ergibt sich iibereinstimmend 
aus der Abhangigkeit des N. L. R. von der Konzentration der Kristal- 
loide : NH, bei pu = 4,6, 4,8 und 5,0; ferner Glucose und Glycerin 
bei etwa isoelektrischem Eieralbumin. 

4. Aus der Abhangigkeit des N. L. R. von der Harnstoffkonzentra- 
tidn kann der Hydratationsraum nicht richtig berechnet werden, weil 
die ,,Bindung“ auch in den héchsten Harnstoffkonzentrationen imme! 
noch steil weiter ansteigt. Hieraus folgt, da die einwandfreie Be- 
stimmung des H.R. eines EiweiBkérpers nicht durch Interpretation 
einer einzigen N. L. R.-c,-Kurve, sondern nur durch Vergleich mehreret 
derartiger Kurven erfolgen kann. 

5. Fiir Glycerin, Glucose und Harnstoff werden die Kurven ihre 
Bindung durch Eieralbumin angegeben. Die Bindung von Glucose 
und Glycerin erreicht ein Maximum mit steigender Kristalloidkonzen- 
tration, wenn etwa 0,084 Millimol Glucose bzw. 0,048 Millimol Glycerin 
von 1 g Eieralbumin gebunden sind. Die Harnstoffbindung bei gleicher 
Kristalloidkonzentration ist sehr viel gréBer und nahert sich bis 2 mol. 
Harnstoff nicht einem Maximum. 

6. Eine ungefaihre Berechnung des N. L. R. fiir sehr kleine Kristal- 
loidkonzentrationen zeigt, daB der N. L. R. bei Glycerin und Glucose 
bis zur Konzentration Null deutlich positiv bleibt. Bei der Kon- 
zentration Null betraigt er fiir Eieralbumin und Glucose sowie Glycerin 
etwa 0,7 bis 0,8 g pro Gramm EiweiB. Fiir Harnstoff wird er bei der 
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Konzentration Null dem Werte 0,3g pro Gramm EiweiB abhnlich. 
\us den Versuchen von Weber-Nachmannsohn berechnet sich fiir die 
Glucosemenge, die von 1g Serumalbumin gebunden wird, ungefahr 
lieselbe Bindungskurve und daraus fiir sehr niedrige Glucosekonzentra- 
tionen auch ungefahr derselbe Betrag des N. L. R. Bei den sehr niedrigen 
biologischen Konzentrationen dieser Substanzen ist also mit einem 
-ehr kleinen N. L. R. zwischen Null und héchstens 1 ecem pro Gramm 
KiweiB zu rechnen. 

7. Der Hydratationsraum nimmt bei der Hitzekoagulation um 
etwa 0,1 g fiir 1g Eieralbumin ab. Die Sdrensensche Angabe, die 
Hitzekoagulation sei eine unvollstandige Dehydratation, wird damit 
hestatigt. 

8. Der Hydratationsraum fiir Eieralbumin andert sich zwischen 
pu 3,11 und 10,25 nicht. Die Behauptung von Weber-Nachmannsohn, 
die Ergebnisse der bisher zur Verfiigung stehenden Untersuchungs- 
methoden sprachen fiir eine Unabhingigkeit der EiweiShydratation 
von der Eiweibionisation, gewinnt damit eine neue Stiitze. 


Am SchluB dieser Ausfiihrungen ist es mir ein besonderes Bediirfnis, 
Herrn Professor Rosemann fiir das rege Interesse, das er der vorliegenden 
Arbeit immer entgegengebracht hat, verbindlichst zu danken; Herrn 
Privatdozenten Dr. H. H. Weber schulde ich Dank fiir die Einfiihrung 
in das Arbeitsgebiet und fiir dauernde Unterstiitzung. 














Fermentative Veresterung geometrisch-isomerer Siuren. 


Von 
Walter Fabisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin.) 


(Eingegangen am 1. Marz 1931.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Von Rona und Ammon! sowie von Rona, Ammon und Werner® 
konnte nachgewiesen werden, daB die Esterasen nicht nur bei de 
Esterhydrolyse, sondern auch bei der Synthese eine ausgesprochene 
Konfigurationsspezifitat zeigen. Schweinepankreasesterase bildete den 
Amylester der d-Milchséure schneller als den der ]-Milchséure, und an 
dem d, l-sekundéren Butylalkohol konnte gezeigt werden, daB eben 
falls Schweinepankreasesterase die 1]-Form des sekundaren Buty! 
alkohols schneller mit Butterséure veresterte als die d-Form. Es wat 
von Interesse zu untersuchen, ob dieses verschiedenartige Verhalten 
von Esterasen gegeniiber den sterisch isomeren Verbindungen auch 
bei einer anderen Art der Isomerie, nimlich der geometrischen, bei 
der Veresterung nachgewiesen werden konnte. 


II. Methodisches. 


Es wurden an Séuren benutzt: Fumar- und Maleinséure von Kahlbawmn, 
Oleinséure von Kahlbaum, Elaidinsiure von Frdnkel & Landau nac} 
Umkristallisieren aus Methylalkohol, ferner Erucasiure von Kahlbawi 
Daraus wurde aus der Vorschrift von Reimer und Will? Brassidinsaéur 
hergestellt. An Alkoholen wurden verwendet: Methyl-, Athyl-, n-Buty! 
iso-Amyl- und n-Hexylalkohol von Kahlbaum, ferner n-Propylalkohol von 
Frankel & Landau. Die Alkohole wurden iiber Kalk gekocht und dann 


1 Diese Zeitschr. 217, 34, 1930. 
2 Ebendaselbst 221, 381, 1930. 
% Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 19, 3320, 1886. 
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stilliiert. Die Sauren wurden zur Veresterung in den Alkoholen geldést 
nd zwar fiir die meisten Versuche in einer Konzentration von '/;, mol. 
Die Lésung war in allen Fallen leicht méglich bis auf die von Brassidin- 
iure in Methylalkohol, da diese Séure in dem Alkohol in der Kiilte fast 
mléslich ist. Es muBten daher in diesem Falle die warmen Lésungen 
ifgefiillt und pipettiert werden, so da8 der Versuch keine exakten Zahlen- 
angaben enthalt. Da Fumar- und Maleinséiure zweibasische Saéuren sind, 
so entsprachen die '/;, mol.-Lésungen '/,,n. In diesem Falle wurden die 
\nsatze mit !/,,;n NaOH titriert. Die Titration der anderen Séuren wurde 
mit '/;,n NaOH vorgenommen unter Verwendung von Phenolphthalein 
als Indikator. Ferner wurde im Bedarfsfalle 5cem vergillter Athylalkohol 
vor der Titration zugegeben. Titriert wurden jeweils 2 ccm. 
Die Organpulver waren Aceton-Ather-Trockenpulver vom Schweine- 
Pankreas, -Leber und -Niere, die ohne weitere Reinigung verwendet wurden. 
Von den Pulvern wurden je 0,1 bzw. 0,2 g in Flaschchen von 20 bis 30 cem 


Inhalt eingewogen. 5 bzw. 10cem der alkoholischen Saurelésungen 
wurden dann dazu pipettiert und zu jeder Bestimmung der ganze Inhalt 
eines Flaschchens verwendet. Diese Methode war praktischer als das 


\rbeiten mit gréBeren Ansaétzen, von denen zu jeder Bestimmung eine 
kleine Menge abgenommen wurde, da es bei dieser Art des Arbeitens nicht 
modglich ist, die relative Pulvermenge fiir die einzelnen Abnahmen gleich 
zu behalten. Die Flaischchen wurden mit Gummistopfen verschlossen und 
im Brutschrank bei 37° in der Schiittelmaschine geschiittelt, dann zu den 
Abnahmen der Inhalt zentrifugiert und die méglichst klare Lésuag zur 
Titration benutzt. Ein vdélliges Abzentrifugieren der triibenden Pulver- 
teilchen war nicht médglich, doch lieB sich nachweisen, daB etwas gréBere 
oder geringere Beimengungen von Organpulver, sofern sie sich in maBigen 
(Girenzen hielten, keinen Finflu8 auf den Titrationswert hatten. Der Farb 
umschlag des Indikators war in allen Versuchen sehr gut zu erkennen. 


1/., mol. wurde verwendet, 


Die relativ geringe Saurekonzentration von 
um die Versuche bei Benutzung méglichst kleiner Fermentmengen nicht 
allzulange ausdehnen zu miissen, da die Alkohole, vor allem die niederen 
bis C, fiir die Organpulver nicht indifferent sind. Es gelang auch, bei 
giinstiger Kombination von stark wirkenden Pulvern und leicht zu ver- 
esternden Alkoholen in vier Stunden Umsitze bis zu 70°, zu erhalten. 

Der bei den Versuchen verwendete vergillte Athylalkohol verbrauchte 
selbst eine geringe Menge Séure und zwar entsprach 5 ccm dieses Alkohols 
0,1 cem !/;,n NaOH. Dieser Wert ist in allen Fallen, in denen mit Alkohol 
verdiinnt wurde, eingerechnet. 

Die Organpulver gaben an die Alkohole geringe Mengen von Séuren 
ab!. Die Saureabgabe war nach einstiindigem Schiitteln der Pulver mit 
den Alkoholen beendet. Eine Behandlung der Pulver vor ihrer Verwendung 
mit den Alkoholen zur Entfernung der Saéure kam wegen der schidigenden 
Wirkung, vor allem der niederen Alkohole, nicht in Frage. Die Saure- 
mengen miissen also in alle Versuche als Korrektur eingerechnet werden. 
In der Tabelle I sind diese Sauremengen, in Kubikzentimetern '/,,) n bzw. 

»,n NaOH ausgedriickt, aufgefiihrt. Sie verstehen sich unter der Be- 
dingung, daB 0,2 g Pulver in 10 cem der Alkohole bzw. 0,1 g Pulver in 5 eem 
geschiittelt wurden. 


1 Vgl. hierzu auch Rona, Ammon u. Werner, 1. ec. 
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T abe lle E. 





Leberpulver Nierenpulver Pankreaspulver 
Alkohol : a 

n/50NaOH n/25Na0H n/50NaQOH n/25NaQOH n/50NaQOH 1/25 Nad 
Methyl. ... 0,28 0,14 0,38 O,19 0,40 0,20 
oO 0,21 0,10 0,23 0,11 0,32 0,16 
n-Propy!| a lg 0,15 0,09 0,22 0,11 0,22 0.11 
n-Butyl .. . 0,20 0,10 0,20 0,10 0,18 0,09 
Isoamyl .. . 0,12 0,06 0.16 0.08 0.18 0.09 
n-Hexyl ... 0,12 0,06 0,12 0,06 0.12 0.06 


Die gréBten Mengen Séure wurden durch den Methylalkohol extrahiert 
dann findet sich eine Abnahme der in den Alkoholen gelésten Saéuren bi: 
zum Hexylalkohol fortschreitend. 


Ill. Ergebnisse. 
a) Fumar- und Maleinséure: 
CH.COOH CH.COOH 
und . 
HOOCHC CH.COOH 
Als erstes Paar geometrisch-isomerer Séuren wurden Fumar- und 
Maleinséure untersucht. In Vorversuchen, iiber die noch kurz zu 
sprechen sein wird, hatte es sich herausgestellt, daB 1/5) mol. Lésungen 
der Saure fiir die Synthese am besten geeignet waren. Die Ansatze 
wurden in den angegebenen Mengenverhaltnissen [je 10 ccm der !/;, mol. 
Lésung in dem jeweils zur Synthese benutzten Alkohol, 0,2 g Schweine- 
Nieren-, -Leber- und Pankreas (1)-Aceton-Athertrockenpulver] im Brut- 
schrank bei 37° geschiittelt und in Intervallen von 1 bis 8 Stunden die 
Saureabnahme titriert. 
Kinen typischen Reaktionsverlauf gibt Abb. 1 wieder, einen Versuch 
mit n-Butylalkohol (vgl. dazu Tabelle Il). Auf der Ordinate sind die 
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Tabelle Ll. 





Fumarsdure, Maleins&ure, 
Art Synthese in Synthese in ‘ 
des Organpulvers 
1Std. 2Std. | 4Std. & Std. 1Std. 2Std 4Std. 8&8 Std 
SO rar a ae 35,8 | 35,8 | 87,2 36,2 69,0 | 71,0: 725: 720 
eos = ss es 33,2 | 37,5 40,0 71,0 73,0 74,0 75,0 
Pankreas ..... 18,9 | 25,3 , 29,6 57.8 603 622 #636 


Synthesegrade in Prozenten aufgetragen, berechnet aus der Abnahme 
der titrierbaren Saure, die Abszisse gibt die Stunden wieder. Wir 
finden an diesem Kurvenbild alle Charakteristika wieder, die sich auch 
in den tibrigen Versuchen an diesem Saurepaar mit den Alkoholen 
von C, bis Cg ergaben. Die Synthese verlauft mit den drei verwendeten 
Organpulvern bei der Maleinsaéure (I bis III) etwa doppelt so schnell 
wie bei der Fumarsaéure (IV bis VI). Innerhalb der zu einer Saure 
gehérenden Kurvenschar findet sich der schnellste Reaktionsverlauf 
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Anzahl der £-Atome in Alhoholmolehii 


Abb. 2 


bei Anwendung von Nierenpulver (I und IV), dann folgt in engem 
Abstand das Leberpulver (II und V), etwas langsamer verlauft die 
teaktion bei Verwendung von Pankreas (III und VI). Diese Gruppie- 
rung, d. h. daB einmal immer die Maleinséure schneller verestert wurde 
und daB das andere Mal bei jeder Saiure das Nierenpulver am wirk- 


samsten war, am wenigsten wirksam das Pankreaspulver, wahrend das 
Leberpulver etwa mit dem Nierenpulver die gleiche Wirksamkeit besaBb, 
findet sich in der ganzen Reihe der untersuchten Alkohole. Abb. 2 
(s. Tabelle III) gibt die Abhangigkeit der Synthese von der Art des zur 
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Tabelle III. 





Synthesen in °/9 nach 1 Std. mit 


1 2 3 4 5 6 
Iso- 
Methyl- | Athyl- n-Propyl- »-p ea n-Hexy 
alkohol | alkohol alkohol “akoo, | atx! | “alkohol 


Saure Organpulver 


a Leber 27,8 28,5 30,6 [85,8]| 14,4 21,5 
fe .  Niere 33,8 33,0 32,1 33,2 | 18,2 24.4 
‘I. Pankreas 23,2 24,5 20,9 18,9 | 166 17,2 
Leber 60,5 63,5 64,7 69,0 48.5 58,2 
Niere 61,1 66,2 67,2 71,0 55,9 58,6 
Pankreas 05,5 52,3 55,3 57,8 48,7 50,0 


Malein- 
saure 


Veresterung verwendeten Alkohols wieder. Auf der Ordinate sind die 
Umsitze in Prozenten aufgetragen, auf der Abszisse die Zahl dei 
C-Atome der homologen Alkoholreihe von Methyl- bis Hexylalkohol 
1 der Abszisse entspricht also dem Methylalkohol, 2 dem Athy)- 


alkohol usw. Wie schon im methodischen Teil erwahnt wurde, handelt 
es sich mit Ausnahme des Amylakohols, von dem die jso-Form benutzt 
wurde, um die normalen Alkohole. Die aufgetragenen Werte sind die 
1-Stundenwerte der Synthesekurven, da es sich ergeben hatte, wie 
auch aus Abb. 1 zu ersehen ist, daB die Synthese nach 1 Stunde praktisch 
beendet ist. 


Die Kurven I bis III geben die Werte der Maleinsiure wieder, 
die zweite Kurvengruppe IV bis VI die Werte der Fumarsaure. 
Kurve I und IV sind die mit Nierenpulver, Kurve II und V die mit 
Leberpulver, Kurve III und VI die mit Pankreaspulver erzielten Um- 
sitze. Die Kurvengruppe der Fumarsaure zeigt deutlich ein enges 
Zusammenliegen der drei Kurven IV bis VI, ebenso die Gruppe 
der Maleinsiure das Zusammenliegen der Kurven I bis III, d. h. also, 
daB die Veresterungsgeschwindigkeiten der beiden Sauren, die sich 
auf’ Grund des ausfiihrlich angefiihrten Versuchs mit n-Butylalkohol 
wie etwa I: 2 ergaben, dieses Verhaltnis mit einiger Konstanz auch 
in der ganzen Reihe der untersuchten Reihe erkennen lassen. Eigen- 
artig ist das Herabgehen der Umsitze beim Isoamylalkohol, das sich 
bei beiden Kurvengruppen ganz gleichartig findet. Rona und Miihlbock! 
konnten zeigen, daB eine Verzweigung in der C-Kette von Sauren und 
Alkoholen eine Verlangsamung der fermentativen Veresterung hervor- 
ruft. Dieser EinfluB pragt sich hier an dem Kurvenbild mit groBer 
Deutlichkeit aus, und zwar am starksten bei Leber- und Nierenpulver, 
schwacher bei Pankreaspulver. Im groBen ganzen ist die Abstufung 
der Wirksamkeiten der verwendeten Pulver so, wie es sich auch 


1 Diese Zeitschr. 2238, 130, 1930. 
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in dem ausfiihrlich angefiihrten Versuch mit n-Butylalkohol ergab, 
d.h. Nieren- und Leberpulver bewirken etwa die gleiche Synthese- 
veschwindigkeit, Pankreaspulver wirkt schwacher. Diese Reihenfolge 
wilt natiirlich nur fiir diese drei untersuchten Pulver; es wurden im 
\nfang auch Versuche mit einem Leberpulver ausgefiihrt, das 
schwacher war als das Pankreaspulver. Das Wesentliche an dieser 
Versuchsreihe ist aber, daB sich ein deutlicher und durchgehender 
Unterschied in der Veresterungsgeschwindigkeit der cis- und trans- 
isomeren Sauren in allen untersuchten Fallen auffinden lieB, und zwar 
wurde die cis-Form, die Maleinséure, schneller verestert als die trans- 
Form, die Fumarsaure. 

Sehr eigenartig ist die Form der Synthesekurven, wie sie in Abb. 1 
wiedergegeben sind und die der Kurvenform sehr ahnelt, die Rona, 
Ammon und Oelkers! bei der fermentativen Synthese von Mandelsaure 
mit Butylalkohol erhielten. Die Synthese ist im wesentlichen nach 
1 Stunde beendet. Versuche mit Priifang der Synthese nach einer 
halben Stunde ergaben, daB die gezeichnete Kurvenform richtig ist, d. h. 
da der Anstieg der Synthese so steil wie in Abb. 1 verlauft. Es war 
nun die Frage zu beantworten, ob es sich bei dem Sistieren der Synthese 
um die Erreichung eines wahren Gleichgewichts handelt oder ob hier 
andere Einfliisse wirksam sind. Vor allem mubte an eine Giftwirkung 
der Sauren gedacht werden. Um dieses zu entscheiden, wurde in einem 
Versuch mit héherer Saurekonzentration m/10 Maleinsaure unter sonst 
gleichen Bedingungen mit Isoamylalkohol verestert, und zwar wurden 
in vier Ansétzen je 20ccm der Saurelésung mit 0.4 g Leberpulver 
geschiittelt. In diesem Falle war die Synthese nach 3 Stunden beendet. 
Nun wurde in je zweien der Ansatze die bei den Titrationen verbrauchte 
Saurelésung (10 cem) ersetzt, bei zwei anderen die bei den Titrationen 
entfernte Pulvermenge (0,2 g). Handelte es sich um die Erreichung 
eines Gleichgewichtes, so muBte nach Zufiigen der Saéurelésung die 
Synthese weitergehen, war das Ferment vergiftet, so durfte die neute 
Saurelésung keine weitere Synthese bewirken, wohl aber der Zusatz 
von unvergiftetem Ferment. Wie aus Tabelle Ila hervorgeht, wurde 
sowohl in dem Ansatz mit der Malein- wie mit der Fumarsiure durch 
Zufiigung neuer Saurelésung keine weitere Synthese hervorgerufen, 
wohl aber durch das frische Organpulver. Es handelt sich also bei 
dem Aufhéren der Synthese in dem angefiihrten Versuch nicht um die 
Erreichung eines Gleichgewichts, sondern um eine Vergiftung des 
Ferments durch die verwendete Saure. 

Fraglich ist, wie weit die Unterschiede in der Veresterungs- 
geschwindigkeit der Fumar- und Maleinsaéure auf verschiedene Giftig- 


1 Diese Zeitschr. 231, 51, 1931. 
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Tabelle IIla. 





Fumarsaéure Maleinsiiure 
I II I II 
Synthese nach 3 Std. Synthese nach 3 Std. 
34% 3,4% 11% 11% 
Zufiigen von 10 ccm Zutigen von Zutiigen von 10 cem Zufiigen von 
der alkoholischen 0,2g Leberpulver der alkoholischen 0,2 g Leberpulve 
Saurelisung Saurelésang 
Synthese nach 6 Std. Synthese nach 6 Std. 
84% 5.6% 1% 22%, 


keit und nicht auf verschiedene Affinitéten der Saéuren zum Ferment 
zuriickzufiihren sind. Dabei ist zu beachten, daB die Veresterungs- 
geschwindigkeit unter den gewahlten Bedingungen ganz auBerordentlic! 
groB ist, da selbst mit dem fiir die Fermente sehr giftigen Methy! 
alkohol ganz betrachtliche Synthesen erreicht werden konnten. Es 
muBte also hier die Synthese schneller verlaufen als die Vergiftung 
des Ferments durch den Alkohol. Es wird spater an Versuchen mit 
geringeren Syntheseanfangsgeschwindigkeiten gezeigt werden, daB in 
diesen Fallen mit Methylalkohol keine Veresterung erzielt werden 
konnte. Wegen dieser auBerordentlich groBen Anfangsgesch windigkeit 
der Veresterung von Fumar- und Maleinsdéure ist es wahrscheinlich 
doch berechtigt, die 1-Stundenwerte auf eine im wesentlichen durch 
die Sauren unvergiftete Veresterung zu beziehen, so daB tatsachlich 
die cis- und trans-Form in diesem Falle mit verschiedener Gesch windig- 
keit mit den verwendeten Alkoholen fermentativ verestert werden. 
Endgiiltig ist diese Frage nur an Vergiftungsversuchen bei der Spaltung 
der entsprechenden Ester zu entscheiden, die in Angriff genommen 
werden sollen. 


Kine Isolierung der Ester war bei den kleinen Saiuremengen nicht 
mdéglich. Es wurde aber durch einen Verseifungsversuch die Anwesenheit 
des entstandenen Esters nachgewiesen: 50ccm '/;, mol. Maleinsdiure 
in lsoamylalkohol wurden mit 1g Leberpulver 1 Stunde wie tblich 
geschiittelt. Es war danach eine Synthese von 50°, eingetreten, d. h. 
2cem des Zentrifugats verbrauchten 1 ccm */,;n NaOH. 25ccm des 
Zentrifugats wurden dann mit 2ccm In NaOH versetzt. 2 ccm dieser 
Mischung verbrauchten etwa 3ccm '/,,n NaOH. Nach einstiindigem 
Schiitteln bei 37° war der Sauretiter auf 2,43ccem !/,.,;n NaOH ab- 
gesunken, nach 4 Stunden auf 2,35 ccm !/,,n NaOH, nach 24 Stunden 
auf 2cem NaOH. Der bei der Synthese entstandene Ester war also 
im Laufe von 24 Stunden vollkommen durch die Natronlauge verseift 


worden, die Anwesenheit des Esters damit nachgewiesen. 
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b) Olein- und Elaidinsaéure: 
CysHyq09, CH, (CH,);.CH CH. (CH,);. CH 
und | . 
CH.(CH,);.COOH CH.(CH,);. COOH 
Die Syntheseversuche mit diesen beiden Sauren wurde nur mittels 
Pankreaspulver durchgefiihrt, da Leber- und Nierenpulver vom Schwein 
uch bei sehr langer Versuchsdauer nur so geringe Anderungen der 
titrierbaren Saure bewirkten, daB sie innerhalb der Fehlergrenzen der 
litration lagen. Zu diesen Versuchen wurde ein neues Pankreaspulver (2 
verwendet, das schwacher war als das erste, und dessen Wirksamkeit 
sich zu diesem wie etwa 0,45 zu 1 verhielt. Es war also etwa nur halb 
<o wirksam wie das in der ersten Versuchsreihe benutzte. 


Abb. 3 (vgl. Tabelle IV) gibt einen Veresterungsversuch mit Olein- 
und Elaidinséure und n-Propylalkohol wieder. Der MaBstab ist bei 
dieser Wiedergabe doppelt so groB wie der bei 
\bb. 1, um den Verlauf deutlicher zu machen. s9, 
Kurve [ ist die Kurve der Oleinsaure, Kurve II 
die der Elaidinsiure. Bei diesem Isomerenpaar 


4) 


y 


Synthese in § 


ist die Veresterungsgeschwindigkeit fiir beide 
Sauren beinahe gleich. Immerhin wird die 
Oleinséure etwas schneller mit dem Propyl- 
alkohol verestert als die Elaidinsiure, und 
dieses Verhalten lieB sich auch in der ganzen 





teihe der untersuchten Alkohole finden. Ebenso 





ergaben drei verschiedene Pankreaspulver das 
gleiche Ergebnis, ferner verschiedene Elaidin- Abb. 3 
siurepraparate, die fiir diese Versuche benutzt 

wurden. Auch bei Anderung der Versuchsbedingungen, und zwar 
wenn auf die Pulvermenge die relativ 30fache Sauremenge verwendet 
wurde (0,1 g Pankreaspulver mit 10 ccm '5,;, mol. Olein- und Elaidin- 
siure), wurde das Uberwiegen der Synthesegeschwindigkeit bei Olein- 
siure tiber die bei Elaidinséure gefunden. 


Tabelle IV. 





Synthese in °'9 mit 
Alkohol Oleins&ure Flaidinsiure Bemerkungen 


IStd. 2Std. 4Std. 24Std. IStd. 2Std. 4Std. 24Std 


Methyl... . 0 0 0 0 0 0 Alle Versuche 
Athyl. ... | 0:50 | O 0 oO 0 a 
n-Propyl . . 23,1 32,0 45.0 91 16.6 26,1 38,8 84,5 trockenpulver 
n-Butyl. . . 18,6 32,4 49,0 97 16.6 284 37,6 84,6 ausgefiihrt 

Isoamyl .. | 33,2 58,4! 72,2! 97 30,8 48,8 70,0 100,0 

n-Hexyl. . . 19,0 31,0 48,0 95 12,7 | 24,1 44,5, 91,5 








| 
| 
| 
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Der Kurventyp ist hier, ebenso wie in allen anderen Versuchen, 


von dem bei der Fumar- und Maleinsaiure verschieden. Wahrend dort 
nach 1 Stunde im wesentlichen der Endwert der Synthese erreicht 
war, steigt hier die Veresterung auch nach diesem Zeitpunkt weite: 
an und erreicht ihre héchsten Werte, die zwischen 90 und 100‘ 
liegen, erst nach etwa 24 Stunden. Die Lage des Endpunktes de: 
Synthese ist, bei geniigend langem Reaktionsverlauf, unabhangig von 
der Anfangsgeschwindigkeit, wie sich an Versuchen mit verschieden 
wirksamen Pankreaspulvern nachweisen lie. 

Methyl- und Athylalkohol gaben mit den beiden Sauren keine 
Synthese. Hier war offenbar die Anfangsgeschwindigkeit so gering, 
daB durch die Giftwirkung der beiden Alkohole vor Beginn eine: 
merklichen Synthese das Ferment getétet wurde. 

Die geringe Esterifizierungsgeschwindigkeit beim Isoamylalkohol, 
wie sie sich bei der Fumar- und Maleinsaure fand, lieB sich bei Olein 
und Elaidinsaiure nicht beobachten. Vielmehr wurde fiir den Isoamy! 
alkohol gerade das Maximum der Synthesegeschwindigkeit gefunden. 
Diese Abhangigkeit der Anfangsgeschwindigkeiten der Synthese von 
der C-Zahl der Alkohole ist in Abb. 4 in gleicher Weise wie in Abb. 2 
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Anzahl der C-Atome in Alkoholmolenil 
Abb. 4. 


wiedergegeben, d.h. auf der Ordinate sind die Umsiatze in Prozent, 
auf der Abszisse die Anzahl der C-Atome im Alkoholmolekiil auf- 
getragen. Die Kurven sind aus den 1- und 2-Stundenwerten der Ta- 
belle IV konstruiert, Kurve I und Ia entsprechen den 1- und 2-Stunden- 
werten der Oleinséure, Kurve II und Ila den 1- und 2-Stundenwerten 
der Elaidinsiure. Die beiden Kurvenpaare zeigen deutlich das Fehlen 
der Synthese bei Methyl- und Athylalkohol, ihren Beginn bei Propy!- 
alkohol, das Maximum beim Isoamylalkohol. Die Werte fiir Propyl-, 
Butyl- und Hexylalkohol liegen etwa in gleicher Héhe, zeigen also 
ein ahnliches Verhalten wie bei Fumar- und Maleinsaure. 
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c) Brassidin- und Erucaséure: 


Coo Hyg, CH, .(CH,); CH 


CH(CH,),;,- COOH. 


Das dritte Isomerenpaar, das untersucht wurde, war Brassidin- 
ind Erucasdure. Auch in diesem Falle war nur Pankreaspulver 
yeeignet, eine Synthese hervorzurufen. Mit Leber- und Nierenpulver 
konnte keine Veresterung erzielt werden. Das fiir diese Versuche ver- 
wendete Pankreaspulver (3) besaB etwa die gleiche Wirksamkeit wie 
das bei den Versuclien mit Fumar- und Malein- 


siure benutzte, es war also ungefahr doppelt so od Fare ore 
wirksam wie das der Olein- und Elaidinsaure- 40} } 
versuche. on 7 

iN 70} { 


Abb. 5 (vgl. Tabelle V) gibt den Versuch der = * 
Veresterung von Brassidin- und Erucasiéure mit 
n-Butylalkohol und Isoamylalkohol wieder. Der 


these 


MaBstab ist der gleiche wie bei Abb. 1. Wahrend 
noch bei Olein- und Elaidinséiure ein deutlicher, 
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wenn auch geringer Unterschied der Synthese- al 
, v 
geschwindigkeiten der isomeren Sauren zu_ be- a ee oe 
: : . ’ . " , 2 2 §¢ 
obachten war, so liegen hier die Werte fiir Stunden 
Brassidin- und Erucasaure so eng beisammen, dah oh 8 
Abb. 9 
nur eine einzige Kurve durch sie gelegt wurde. 
X—— > Erucaséure. 


Und dieses weitgehende Aufeinanderfallen der 


— (©) Brassidinsiure 





Veresterungsgeschwindigkeit findet sich in der 

ganzen Reihe der untersuchten Alkohole, auch bei ahnlicher Variation 
der Versuchsbedingungen, wie sie zuletzt bei der Oleinséiure erwahnt 
wurden. In Tabelle V sind die Ergebnisse der Versuche wie auch sonst 
zusammengefaBt und aus den 1-(Kurve I) und 2- (Kurve Il) Stunden- 


Tabelle V. 





Synthese in °/) mit 


Alkokol Erucas&ure Brassidinsdure Bemerkungen 


1Std. 2Std. 4Std. 24Std. 1Std. 2Std. 4Std. | 24Std. 


Methyl... 0 0 0 | 48Sta 0 0 QO 48Std. Alle Versuche 
’ . wurden mit Pan- 
Athyl . .|! [86) 7,6 71 9.0 6.6 85 8,0 13,7] kreastrockenpulver 
™ ausgefiihrt. Der 
n-Propyl . 20,0 26,7 34,1 83 19,2 | 27,1 | 35,5 | 81,5 48-Stundenwert 


bezieht sich nur auf 
den Versuch mit 
Athylalkohol 


n-Butyl. . 39,4 591 77,0 93,6 41,0 54,6 75,5 93,8 
Isoamyl . 56,9 78,2 88,5 96 58,5 79 89,0 89,0 


n-Hexyl . 27,0; 41,2 72,5 27,0 42,2 71,0 
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werten in Abb. 6 in der tiblichen Weise die Kurven gezeichnet, dic 
die Abhangigkeit der Synthesegeschwindigkeit von der C-Zahl di 
Alkoholmolekiils darstellen. 
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Es fand sich in diesen Versuchen schon eine Syuthese bei Athy!- 
alkohol, die aber so gering ist, und vor allem ein so starkes Schwanken 
der Werte bei den verschiedenen Titrationen nach oben und unten 
zeigt, daB sie in Abb. 6 nicht wiedergegeben ist. Die Synthese. 
grade steigen dann sowohl in den 1- wie auch in den 2-Stunden- 
werten nahezu geradlinig zu dem Maximum beim Isqamylalkoho| 
an und fallen fiir den Hexylalkohol auf etwa die halben Wert 
dieses Héhepunktes ab. Die Schwierigkeiten bei der Bestimmung 
der Synthese der Brassidinsiure mit dem Methylalkohol wurden 
schon im methodischen Teil erwahnt, doch ist anzunehmen, dal 
das Fehien einer Synthese bei diesem Alkohol den Tatsachen ent- 
spricht, zumal es bei der Erucasiure mit Sicherheit nachgewiesen 
werden konnte. 


Uberblickt man diese Versuche, so ergibt sich, daB die ausgeprigte- 
sten Unterschiede in der Veresterungsgeschwindigkeit geometrisc! 
isomerer Séuren bei Fumar- und Maleinséiure mit vier C-Atomen ge- 
funden wurden, und zwar wurde hier die cis-Form schneller verestert 
als die trans-Form. Bei Olein- und Elaidinséure mit 18 C-Atomen sind 
die Differenzen in der Veresterungsgeschwindigkeit durch Pankreas- 
pulver mit den benutzten einwertigen Alkoholen C, — C, sehr gering, 
doch laBt sich mit RegelmaBigkeit ein Uberwiegen der Veresterungs- 
geschwindigkeit bei Oleinsaéure, also der trans-Form, gegeniiber det 


Elaidinséure nachweisen. Bei Eruca- und Brassidinséure mit 22 C- 
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ttomen sind diese Unterschiede vollkommen verschwunden. Die 
Veresterung mit den homologen Alkoholen durch Pankreaspulver 
eschieht bei beiden Sauren mit der gleichen Geschwindigkeit. 
Ks scheint also, dafS der Unterschied in der Veresterungsgeschwin- 
ligkeit geometrisch isomerer Séuren von der Linge der C-Kette 
ibhangig ist und sich bei wachsender Zahl der C-Atome im Saure- 
olekiil immer mehr verwischt. 


d) Hemmungsversuche. 

Da es bekannt ist, daB Ca-Salze die fermentative Verseifung 
von Oleinséureestern beschleunigen kénnen, so war es von_ Inter- 
esse, den EinfluB der Ca-Salze auch auf die Veresterung der 
Oleinséure mit Alkohol zu untersuchen. Die Versuche wurden derart 
durchgefiihrt, daB zu dem iibiichen zur Veresterung der Oleinséure mit 
lsoamylalkohol durch Schweinepankreaspulver verwendeten Ansatz 
steigende Mengen von wasserfreiem CaCl, in Isoamylalkohol gelést 
zugesetzt wurden. Die Abnahmen wurden nach 2 und 4 Stunden, bei 
dem wirksameren Pankreaspulver (3) nach | und 2 Stunden vorgenommen, 
der Synthesegrad in der tiblichen Weise fiir die verschiedenen Ansitze 
durch Titration ermittelt. Ein Ansatz ist im folgenden ausfiihrlich 
wiedergegeben : 
Oleinséurelésung: +/; mol. in’ Isoamylalkohol; CaCl,-Lésung in 
lsoamylalkohol: 20 mg/50 ccm, jeder Kubikzentimeter enthalt 0,4 mg 
CaCl,-Lésung. 


Tabelle VI. 





Iso- 


Oleinsat _ 
leinsdure Ca Cl,-Lisung 


Nr lisung amylalkohol 
ecm ecm cem 

1 1 0 9 

2 V1 1 8 

3 1 2 7 

4 1 3 6 

5 1 4 a) 

6 l 5 4 

7 1 6 ) 


1 


Der gesamte Ansatz war auf diese Weise fiir die Oleinsaure ' ;, mol., 


da immer auf das Gesamtvolumen 10 ccm aufgefiillt wurden. Zu je 
10cem des Ansatzes wurden 0,2 g Pankreaspulver (2) zugefiigt, dann 
in der iiblichen Weise im Brutschrank geschiittelt, zentrifugiert und 
titriert. In der Tabelle VII sind die Zahlen des Versuchs ausfiihrlich 
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wiedergegeben, in Abb.7 kurvenmabig dargestellt. Die mit CaCl,- 
Zusatz gewonnenen Synthesewerte wurden in Prozenten des Versuchs 
ohne Zusatz berechnet und die Anderungen in den Spalten 8 und 14 
aufgezeichnet. Es ergab sich in diesen Versuchen eine deutliche Hem- 
mung der Synthese des Oleinséure-Isoamylesters durch das CaCl. 
Das Maximum der Hemmung war etwa bei einem Zusatz von 1,6 bis 
2,0 mg CaCl, erreicht. Weitere Erhéhung der Ca-Menge, die in einem 
hier nicht wiedergegebenen Versuch bis zu 4,8 mg CaCl, zu dem gleichen 
\nsatz gesteigert wurde, erzielte keine weitergehende Hemmung. 
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%, Hemmung in % der ungehemmien Synthese 
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Abb. 7. 


In Abb. 7 sind auf der Abszisse die CaCl,-Mengen in Milligramm, auf 
der Ordinate die Synthesen in Prozenten aufgetragen, die gleiche 
Skala gilt auch fiir die prozentisch berechneten Hemmungen. Da die 
aus den 2- (Kurve I) und 4- (Kurve II) Stundenwerten berechneten 
Hemmungen weitgehend zusammenfallen, ist nur eine Hemmungskurve 
gezeichnet. Die Hemmung ist im Beginn nahezu direkt proportional 
der zugesetzten CaCl,-Menge. Ein gleicher Versuch wurde mit dem 
Pankreaspulver 3 vorgenommen, das etwa doppelt so wirksam war 
wie das im eben erwahnten Versuch benutzte Pulver 2. Dieser Versuch 
ist in Tabelle VIII wiedergegeben. Um die Hemmung bei etwa den 
gleichen Synthesegraden zu beobachten, wurden die Abnahmen nach 
| bis 2 Stunden gemacht. Der Verlauf der Hemmung war im Typ 
vollkommen der gleiche, nur war hier bei der 2-Stundenabnahme, die 
also der 4-Stundenabnahme des vorigen Versuchs entspricht, die 
Hemmung durchweg etwas geringer als bei der vorhergehenden 
Abnahme. 
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98 W. Fabisch: 


Tabelle IX. 


Synthese von Elaidinséure mit Iso»mylalkohol durch Pankreaspulve1 
Hemmung durch CaCl. 





CaCly in mg 


0 04 0,8 1,2 1,6 2.0 2,4 














Synthese in ° | 2Std. 43.9 39.0 34,3 29.0 988 91.0 21.4 
eer \4 , | 67,5 | 61,0 486 4833 3843 30,0 | 252 
Hemmt o {2 , 4 20.0 324 454 51.2 500 
mmung , \ 4 10 28.0 35.8 49.2 55,7 62.6 
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Abb. 8. 


Gleichartige Versuche wurden mit Elaidinséure (Tabelle IX, 
Abb. 8, gezeichnet nach den 2-Stundenwerten) und Erucasaure 
(Tabelle X, Abb. 9) durchgefiihrt. Je einer dieser Versuche ist hier 
tabellarisch und als Kurvenbild wiedergegeben. In allen Versuchen 
konnve die Hemmung der Synthese der betreffenden Sauren mit Iso- 
amvlalkohol durch Pankreaspulver mit Hilfe von CaCl, nachgewiesen 
werden. 


Es war nun noch zu entscheiden, worauf diese Hemmung zuriick- 
zufiihren war, ob auf eine Affinitaét des Hemmungskérpers zu den 
Substraten oder zu dem Ferment. Es wurde zu diesem Zwecke der 
Hemmungsfaktor h aus dem Verhaltnis der Verminderung der Synthese- 
geschwindigkeit zu der Geschwindigkeit der ungehemmten Synthese 
bei wechselnder Substratkonzentration und dabei gleichbleibender 


v—v 

Menge von Ferment und Hemmungskérper berechnet. A = 1 wo 
9 

v die Geschwindigkeit der ungehemmten Synthese, v, die Geschwindig- 

keit der gehemmten bedeutet. 
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Tabelle X. 


49 


Synthese von Erucaséure mit Isoamylalkohol durch Pankreaspulver. 


Hemmung durch CaCl,. 





Synthese in % 


Hemmung in % 


CaCl, in mg 





in %e,Hemmung in %o der ungehernmten Synthese 
& " ‘ 









OS 
48,5 49.4 
—_ 16.5 
] 
gy Hemming 
a 





Ss 
a 


Synthese 


Es wurden dazu Ansatze von 10 ccm 0,06, 0, 
siurelésung in Isoamylalkohol mit 2 mg 


1 
| 
Ye 6b Oe b Lf if% 
mg la lp 
Abb. 9 


») 


1,2 0 
33,4 24.4 
31,0 49,0 


und 0,6 mol. Olein- 
CaCl, und 0,1 g Pankreas- 


pulver (3) 1 Stunde im Brutschrank bei 37° geschiittelt, dann zentri- 
fugiert und titriert. In Tabelle XI sind die Versuchsergebnisse und die 
Rerechnung des Faktors h wiedergegeben. h zeigt dabei keine Konstanz, 
sondern einen Gang von 9,73 bis 0,93. 


wird, zum Teil wenigstens, durch eine Affinitét zu dem 


bewirkt. 


Tabelle XI. 


Die CaCl,-Hemmung ist also 
‘ P . . oe ’ . J 
keine Hemmung durch Affinitét des Salzes zum Substrat, sondern 


Ferment 





0,06 mol Lésung, 
Stureabnahme in cem 
n/25 NaOH 


mit CaCl, ohne CaCl, 


v} v 
0,28 1,03 

v— 0,75 

A= 1 = 078 


0.2 mol. Lisung, 
Stureabnahme in ccm 


n10 NaOH 


mit CaCl, 


ohne CaCl, 


v; 
0,09 0.78 

1 vy; 0.69 

ee ea 0,88 
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lOO = W. Fabisch: Fermentative Veresterung geometrisch-isomerer Saéur: 


IV. Zusammenfassung. 

Es wurden die geometrisch isomeren Saéurepaare Fumar- us: 
Maleinsaure, Olein- und Elaidinsaure, sowie Eruca- und Brassidinsau 
mit den einwertigen Alkoholen C, bis C, fermentativ verestert. V: 
wendet wurden dabei fiir das erste Saurepaar Aceton-Athertrocke: 
pulver von Schweinenieren, -leber und -pankreas, fiir die beiden andere 
Saurepaare nur Schweinepankreas. Bei Fumar- und Maleinsaure erga! 
sich mit den drei genannten Organpulvern in der ganzen Reihe ce 
untersuchten Alkohole eine schnellere Veresterung der Maleinséiur 
als der Fumarsiéure, und zwar wurde erstere, die cis-Form, etwa doppel! 
so schnell verestert wie die trans-Form. Die beiden Sauren waren fii: 
die Esterasen der Organpulver sehr giftig. 

Die Veresterungsgeschwindigkeiten der Olein- und Elaidinsaur 
durch Schweinepankreas mit den genannten Alkoholen waren nu: 
wenig verschieden, und zwar iiberwog die Veresterungsgesch windigkeit 
der Oleinséure, also der trans.Form, die der Elaidinséure, der cis 
Form, immer um einen geringen Betrag. 

Eruca- und Brassidinséure wurden durch Schweinepankreaspulver 
immer mit gleicher Geschwindigkeit verestert. 


Durch CaCl, lieB sich eine Hemmung der Synthese bewirken, die 


bei Olein-, Elaidin- und Erucasaure an der Veresterung mit Isoamy] 
alkohol nachgewiesen wurde. Diese Hemmung konnte auf eine Affinitat 


des CaCl, zu der Schweinepankreasesterase bezogen werden. 
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Uber den fermentativen Abbau des Histidins. 


Von 
E. Mislowitzer und Fr. Kauffmann. 
(Aus der IT. Medizinischen Klinik der Charité Berlin.) 


(Eingegangen am 3. Mdrz 1931.) 


Aus unserer ersten Versuchsreihe tiber den fermentativen Abbau 
des Histidins lieB sich die von Edlbacher! nachgewiesene Abspaltung 
von Ammoniak ausschlieBlich durch die Wirkung einer Desamidase 
erklaren, da die von uns aufgefundenen Spaltungszahlen nur bis zu 
331/,°%, der Gesamtstickstoffmenge des Histidins anstiegen. Auch 
in einer neuen Versuchsreihe lagen die prozentualen Spaltungen nicht 
héher. In der: Absicht, diese abweichenden Befunde mit denen von 
Edlbacher in Ubereinstimmung zu bringen, stellten wir direkte Unter- 
suchungen dariiber an, wie weit die aufgetretenen Ammoniakmengen 
von den Aminogruppen herstammen und wie weit die von Edlbacher 
aufgefundene Beteiligung der Ringstickstoffatome dabei eine Rolle 
spiele. Zu diesem Zwecke gingen wir folgendermaBen vor: 

Zwei getrennte Portionen Leberextrakt oder Lebersuspension, 
die bis auf den Histidinzusatz der einen Portion vollkommen tber- 
einstimmen, werden gleichzeitig hergerichtet. Nach dem Brutschrank- 
aufenthalt und nach Entfernung des Ammoniaks werden in beiden 
Portionen die Amino-N-Zahlen bestimmt. Die Differenz dieser Amino-N- 
Zahlen wird mit dem Amino-N-Betrag der zugesetzten Histidinmenge 
verglichen. Darays ist der Anteil des Amino-N zu ersehen, der aus dem 
Histidin verschwunden ist. Dieser Betrag wird dem fermentativ ent- 
standenen Ammoniak gegeniibergestellt und in Prozentzahlen (Ammo- 
niakmengen, die durch Desamidierung entstanden sind, im Verhaltnis 
zur Gesamtammoniakmenge) ausgedriickt ?. 


1 Edlbacher, Hoppe-Seyler 157, 106, 1926; Edlbacher u. J. Kraus, 
ebendaselbst 191, 225, 1930. 

2 In der Arbeit von Edlbacher u. Kraus (|. ¢.) wird auf 8. 238/39 tiber 
eine Untersuchung des nach van Slyke bestimmten Stickstoffs berichtet 
Die Autoren finden ,,viel zu niedrige Werte fiir die zu erwartende Menge 
an Glutaminsaiure’. Hinsichtlich der Abnahme des urspriinglich im 
Histidin vorhandenen Aminostickstoffs im Verlauf des fermentativen 
Vorgangs finden sich, wie spater gezeigt wird, unsere Untersuchungen mit 
denen von Edlbacher u. Kraus in Ubereinstimmung. 
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Wir fiihren den Versuch 1 als Beispiel aller tibrigen Versuche in all 
Einzelheiten vor. 
Versuch 1. 
Etwa 1°, ige Histidinlésung (Histidinpraparat siehe friihere Mitteilung 
in leem 1,922 mg Gesamt-N, in 1 cem 0,635 mg Amino-N. Kaninchenleb¢ 
frischer Glycerinauszug 





Portion A Portion B 
Giycermawmne ss tne 5 cem 5 cem 
Putferlésung. Phosphat (py 6,99) w 10 
Histidinlésung Cor Lee 5 
pe ae ee - 


Portionen A und B in den fiir die NH,-Bestimmung verwandte: 
Kélbchen (ein nachtréigliches Umfiillen wird dadurch vermieden) in ce 
Brutschrank bei 37° C fiir 24 Stunden. 


N H,- Bestimmung wie in der fritheren Mitteilung'. 





Portion A Portion B 

Vorgelegt n/5DH,SO,..... 20 ccm 20 ccm 
Zuartcktitviert. ........ 13,5 18,8 
Gebundene com n50H,SO, . . 6,5 1,2 
mg Ammoniak-N....... 1,82 0,336 
Fermentativ aus dem Histidin 

entstandener NH,-N in mg . 1,82 — 0,336 1,484 
In 5eem Histidin. . ..... 9611 mg N 
Entstandener NH,-N ..... 1,484 , 
Spaltungsgrad ........ 15,5 % 


Amino-N - Bestimmung. 


Portionen A und B werden nach der Ammoniakbestimmung je auf 30 cem 
aufgefiillt; in 2cem von A und B dann Amino-N nach van Slyke bestimmt 





Portion A Portion B 

Oe eee 0,85 0,85 0,58 0,57 
Leerwert. .... Bhs 0,17 0,17 0.17 0,17 
De 2) se ee aS 0,68 0,68 0,41 0,40 
Amino-N inmg .'... 0,376 72 0,376 72 0,227 14 0,2216 
Miiewbwert 2. ww kk 0,376 72 0,224 37 
DOO oo Nolte a ne 5,650 8 3,365 7 
Differenz Amino-N (A — B) 2.2851 
Zuges. Amino-N-Menge in 

mg (in 5cem Histidin) . 3,1765 
Abgespalten aus dem 

Histidin in mg Amino-N 3,1765 — 2.2851 — 0,8914 
Als NH;-N gefunden .. 1,484 mg 
Als NH,-N aus dem 

Histidin verschwunden . 0.8914 , 
Von dem NHsz-N sind 

durch Desamidierung 

Eo 6 + ss 8 60,2 % 


1 Kauffmann u. Mislowitzer, diese Zeitschr. 226, 325f., 1930. 
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Von den iibrigen Versuchen geben wir nur die wichtigsten Daten 


wieder. 
Versuch 2. 


Spaltungsgrad 15,8 





NH,-N in mg. eae AF eee er ere a 
Fermentativ aus dem Histidin entstandener N H,-N 


in mg. cea ay re 
mg Amino-N in 30cem ..... 


Differenz Amino-N (A—B) ........ 
Abgespalten aus dem Histidin in mg Amino-N 


Als NH.-N gefunden 


Portion A Portion B 


2016 0.49 
1.526 

5.542 59 3.764 10 
1,778 49 
1,398 


1.526 mg 





Als NH,-N aus dem Histidin verschwunden 1,398 
Von dem NH.-N sind durch Desamidierung gedeckt 92% 
Versuch 3. 
Spaltungsgrad 11.5°,. Histidinlésung etwa 2°, ig. 
Portion A Portion B 

NH,-N in mg. as Ve eee ach acl ee sae. ee 2.685 0.504 
Fermentatiy aus dem Histidin entstandener N H.-N 

ae ia lear iarenedibeeghesig Wl Retell malt sigh gt 2,184 
mg Amino-N in 30 cem 8.7414 3.3717 


Ditferenz Amino-N (A — B) Goch tie ma ote Sk 
Abgespalten aus dem Histidin in mg Amino-N (ur- 
spriinglich in der Histidinportion 6,3828) 


Als NH,-N gefunden. . =? 


Von dem NH;-N sind durch Desamidierung gedeckt 


Versuch 4. 


Spaltungsgrad 14.8 


5.3697 


1,0131 


2,184 mg 





NH,-N in mg. Se ee Sg eT ele bi oe ta a Sy 

Fermentatiy aus dem Histidin entstandener N H.-N 
in mg. Meh 

mg Amino-N in 30 ccm 

Differenz Amino-N (A — B) ye 

Abgespalten aus dem Histidin in mg Amino-N (ur- 
spriinglich in der Histidinportion 6,3828 mg) 


Als NH;-N gefunden len ee ee aie Sr a a 
Von dem NH,-Nsind durch Desamidierung gedeckt 


46% 
, 
Portion A Portion B 
3,22 0,564 
2.856 
9.0744 3.5382 


0.8466 


2.856 mg 


30 Oo 
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Versuch 3. Spaltungsgrad 6.5 | 
Portion A Portion B 
NH.-N in mg. ; 1,504 0,28 
Fermentatiy aus de: 2m ‘Histidin ents tande ner N H,- 

Oo. Gc a 4s es oS oa ee SD ele a 224 
Re a 8.5749 3.2886 
Differenz Amino-N (A mM 6. ‘ ‘o- 5.2863 
Abgespalten aus dem Histidin in mg ‘Amino-N (ur- 

spriinglich in der Histidinportion 6,3828 mg) . 1,0965 
Als NH.-N gefunden. . . . pe aes 1,224 mg 
Von dem N Hs-N sind durch Desamidierung gedeckt 90 ° 


Versuch 6. Spaltungsgrad 11,8° 











Portion A Portion B 
NH,-N in mg. . Mer 2.632 0,420 
Fermentativ aus dem Histidin entstandener NH,-N 
in mg. re ee ee Bees Ge ew 2,212 
me Ammo-N in GOcem. .. . 6 et eee ce 7,923 2.877 
Differenz Amino-N (A—B) .... 5.046 
Abgespalten aus dem Histidin in mg Amino-N (ur- 
spriinglich in der Histidinportion 6,2626mg) . 1.2166 
Als NH,-N gefunden. . . 2,212 mg 
Von dem NHg,-N sind durch Desamidierung gedec kt 55 ° 
Versuch 7. (Spaltungsgrad 24°,.) 
Portion A Portion B 
NHs-N in mg . ue a 5,152 0,644 
Fermentativ aus dem Histidin en tstandener NH,-N 
in mg. tin pA AE a To TW hho Ree ay 2 4,508 
mg Amino-N in 30cem ........ ee 7,3893 3,1551 
Ditferenz Amino-N (A—B)... . oe 4.2342 
Abgespalten aus dem Histidin in mg Amino-N (ur- 
spriinglich in der Histidinportion 6,2626 mg) 2.0284 
Als NH;-N gefunden . . : 4.508 mg 
Von dem N H.-N sind durch De samidierung gede kt . 45% 
Versuch 8. Spaltungsgrad 19,1 ° 
Portion A Portion B 
NH,-N in mg. . ot 4.144 0,560 
Fermentativ aus dem Histidin entsts :ndener N H,- 
in mg. ak AE SAI) Pe eee aera 3,584 
me Meee PO OOO nw ke et me 8.1117 38,5550 
Differenz Amino-N (A—B).... ss 4.5567 
Abgespalten aus dem Histidin in mg Amino-N (ur- 
spriinglich in der Histidinportion 6,26<6mg) . 1,7059 
Als NH;-N gefunden . . 3,584 mg 


Von dem NH,-N sind durch Desamidierung gedec skt 47% 
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Versuch 9. 


Spaltungsgrad 30 











Portion A Portion B 
NH.-N in mg. . Seb do’ ty 6.384 0,756 
ermentativ aus dem Histidin ents tande mer NH,-N 
NE at a ee nied eel ee wel gai 5.628 
g Amino-N in 30 cem nk: ae Ge a 7,410 3,525 
Differenz Amino-N (A—B).. . re ee oe, ee 3,885 
{bgespalten aus dem Histidin in mg Amino-N (ur- 
spriinglich in der Histidinportion 6,2626 mg) . 2.3776 
Als NHs-N gefunden . 5,628 mg 
Von dem N H,-N sind durch De samidierung yede xc “kt 42 
le rsuch 10. 
Spaltungsgrad 17,8 
Portion A Portion B 
NH.-N in mg. . ee ee re are ee cr 3,808 0,406 
Fermentativ aus dem Histidin entstandener N H,- 
I 2 ee ge. Seg) ee en aw be. ae 3,402 
ren See so ek Oe SE 9,408 3.8712 
Dit fferenz Amino-N (A—B).. . a" 5.5368 
Abgespalten aus dem Histidin in mg ‘Amino-N (ur- 
springlich in der Histidinportion 6,3828 mg) . 0.8460 
Als NH,-N gefunden . . : 3,402 mg 
Von dem NH,-N sind durch De samidie rung gedec kt 25 % 
Versuch 11]. 
Spaltungsgrad 47,7 ° 
Portion A Portion B 
Ee a ee ee ee ae 4,284 0,252 
Fermentativ aus dem Histidin entstandener N H.-N 
mmm... ae Pai a oe Nea ae ae 4,082 
Amino-N in or ES ye Cee 1 ee 4.3421 2.91 
Differenz Amino-N ( ae : cae 1,42 555 
Abgespalten aus dem "Histidi in in mg Amino-N (ur- 
spriaglich in der Histidinportion 2,8818 mg) . 1,4563 
Als NH,-N gefunden . 4,032 mg 
Von dem NHg,-H sind dure +h Dessmidierune wedes kt 36 


Von dem Ammoniak-N sind durch Desamidierung gedeckt 





Versuchsnummer fo Versuchsnummer 


l 60 7 45 
2 92 5 47 
3 46 g 42 
4 30 10 25 
5 90 11 36 





6 55 
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Aus den Versuchen geht hervor, daB eine erhebliche fermentative 
Desamidierung des Histidins stattfindet, daB aber auch Ammoniak 
nach einer Ringéffnung aus dem iibrigen N des Histidins gebildet wird 

Ein geringerer Desamidierungsbetrag (unter einem Drittel de: 
Gesamtammoniak-N-Menge) hatte stark fiir eine primaire und dann 
wohl fermentative Ringéffnung gesprochen. Die vorliegenden hole: 
Desamidierungsquoten liefern keinen Beweis gegen eine solche Auf. 


fassung, machen es aber wahrscheinlicher, daB auch der Histidinabbau 
mit einer Desamidierung beginnt. Von elf Versuchen liegen zehn bei 
einem Drittel oder weit dariiber. Nur ein Versuch fallt aus unbekannter 
Ursache heraus. (Der Versuch 4 entfernt sich wohl nur innerhalb de: 
Versuchsfehler von dem Werte 331), °.,. 

Die in der ersten Mitteilung aufgefundenen niedrigen Spaltungs- 
zahlen wurden auch in dieser Versuchsreihe nicht iiberschritten. Nu 
in Versuchen mit dem Praparat von Edlbacher! lagen die Zahlen hohe: 
(Beispiel: Versuch 11). 

Das von uns gebrauchte |-Histidinmonochlorhydrat entspricht in 
der elementaren Zusammensetzung, in der Relation Amino-N zu N 
in seinem optischen Verhalten der Theorie und den bisher auf- 
gefundenen Daten*. Der Schmelzpunkt unterscheidet sich um 4 
von dem des Edlbacherschen Praparats. Beide Schmelzpunkte sind 
aber in der Literatur angegeben®. Das ist der einzige bisher nach- 
gewiesene Unterschied der beiden Praparate. Eine weitere Unter- 
suchung erscheint zur Aufklarung der Differenzen notwendig, vor 
allem in der Art, wie sie von Herrn Edlbacher mit der praparativen 
Auffindung der Spaltprodukte des Histidins erfolgreich begonnen wurde 


+ 


1 Herr Edlbacher hatte es uns freundlicherweise zur Verfiigung gestellt 

2 Siehe dazu Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. physiol. u. patho 
chem. Analyse, 9. Aufl., 8. 266, Zeile 15 von unten. Berlin, Verlag J. Springer, 
1924. 
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Methamoglobin-Erzeugung 
und Atmungssteigerung durch organische Farbstoffe. 


Von 


L. Michaelis und K. Salomon. 


Aus dem Rockefel’er-Institut fiir Medizinische Forschung in New York, 
Physikalisch-chemische Abteilung.) 


(Eingegangen am 11. Marz 1931.) 


Problemstellung. 


Harrop und Barron haben gezeigt, daf kernlose rote Blutkorper- 
chen bei Gegenwart von Methylenblau Zucker verbrennen, wahrend 
ohne Methylenblau bekanntlich nur Glykolyse mit Milchsaéure als 
Endprodukt auftritt. Barron zeigte die gleiche Wirkung von Methylen- 
blau auf unbefruchtete Echinodermeneier, deren natiirliche, aber gering- 
fiigige Atmung durch Methylenblau ebenfalls verstarkt wird. Barron 
zeigte ferner, daB auch andere organische Farbstoffe mehr oder weniger 
denselben Effekt haben. Der Grad der Wirksamkeit der verschiedenen 
Farbstoffe schien im wesentlichen von dem Bereich ihres Oxydations- 
reduktionspotentials bestimmt zu werden. Alle wirksamen Farbstoffe 
gehérten zu den reversibel reduzier- und oxydierbaren, und wenn man 
das Potential eines Gemisches gleicher Mengen der oxydierten und der 
reduzierten Form eines Farbstoffs als das Normalpotential des Farbstoffs 
bezeichnet, so kann man sagen, daB nach Barron fir die Wirkung auf 
Seesterneier die folgende Regel erkennbar ist: Das Optimum der 
Wirkung zeigten Farbstoffe von einem Normalpotential von etwa 
) Volt (gegen die Normalwasserstoffelektrode) bei px 7, wihrend Farb- 
stoffe sowohl von positiverem wie von negativerem Normalpotentia] 
schlechter wirkten. Bei positiveren Farbstoffen, bei denen das Maximum 
der Wirkung schon iiberschritten war (den Indophenolen), konnte 
der Effekt durch Erhéhung der Konzentration verbessert werden, bei 
Farbstoffen von negativerem Normalpotential (den Indigosulfonaten, 
Safranin) war der Effekt stets geringer, und zwar entsprechend der 
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Negativitat des Normalpotentials. Die Wirkung geniigend zahlreich 
Farbstoffe auf die Atmung kernloser roter Blutzellen ist dagegen noi 
nicht untersucht worden. 


Die Deutung der Farbstoffwirkung wurde durch Warburg und fast 
gleichzeitig durch Wendel gefunden. Die Theorien dieser Autorer 
bringen die Wirkung mit der Bildung von Methamoglobin in Zusammen 
hang, unterscheiden sich aber in den Einzelheiten des Mechanismus 
Warburgs Deutung ist durch umfangreiches Material so erhartet, dal 
wir ihr den Vorzug geben, zumal da inzwischen Wendel selbst de: 
wesentlichen Unterschied seiner Theorie von der Warburgschen zuriick 
genommen hat. 

Hiernach erzeugt der Farbstoff aus dem Hamoglobin Methamo 
globin, indem er das Ferroeisen des Hamoglobins zu Ferrieisen oxydiert 
Der hierdurch reduzierte Farbstoff wird an der Luft wieder oxydiert 
Das Methimoglobin wirkt unter Vermittlung der Struktur des lebende: 
Blut kérperchens als Oxydationsmittel fiir den Zucker und wird dadurc! 
selbst zu Hamoglobin reduziert. Das Methimoglobin spielt die Rolle 
des Atmungsferments, bedarf aber der Mitwirkung des Farbstoffs, 
weil reduziertes Methimoglobin, d.h. Hamoglobin, durch Sauerstoff 
nicht spontan oxydiert wird (sondern stattdessen eine Anlagerungs- 
verbindung mit Sauerstoff, das Oxyhamoglobin, bildet, in welchem da: 
Eisen zweiwertig bleibt). 

Ob auch fiir Echinodermeneie: ein analoger Mechanismus giiltig 
ist, ist noch nicht erwiesen aber durchaus méglich, da ein hamoglobin- 
ahnliches Pigment gerade in Echinodermeneiern nachgewiesen worden 
ist und tiberhaupt hamatinabnliche Substanzen in Zellen verschiedenste: 
Art weit verbreitet sind. 

Es ist die Aufgabe dieser Arbeit, die atmungssteigernde Wirkung 
von verschiedenen Farbstoffen mit ihrer Methaimoglobin erzeugenden 
Kigenschaft zu vergleichen und zu untersuchen, ob diese Eigenschaft 
der Farbstoffe zu ihrem Normalpotential in Beziehung steht. Diesem 
eigentlichen Inhalt ‘der Arbeit schicken wir eine Erérterung iiber die 
chemische Natur des Methamoglobins voraus. 


Die Beziehungen von Oxyhimoglobin zu Methimoglobin. 

Die heute am besten gesicherten Anschauungen iiber die Be 
ziehungen von Hamoglobin, Oxyhamoglobin und Methimoglobin sind 
folgende: Hamoglobin ist eine Ferroverbindung, Oxyhaimoglobin ist 
ein Sauerstoffadditionsprodukt derselben, welches das Eisen abe 
noch in der Ferroform enthalt, und Methamoglobin ist ein walhres 
Oxydationsprodukt des Hamoglobins, welches Ferrieisen an Stelle 


von Ferroeisen aber keinen angelagerten Sauerstoff enthalt. 
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Methamoglobin-Erzeugung usw. durch organische Farbstofte. 


Diese Auffassung ist wohl zum erstenmal in klarer Weise von 
Conant ausgesprochen worden. Er bezeichnet Oxyhamoglobin als ein 
Oxygenationsprodukt und Methimoglobin als ein Oxydationsprodukt 
des Hamoglobins. Wenn diese Anschauung richtig ist, so darf sich 
Hamoglobin vom Methaimoglobin nur durch ein Oxydationsaquivalent 
unterscheiden, wie irgendeine Ferriverbindung von der zugehorigen 
Ferroverbindung, wahrend Oxyhimoglobin von Hamoglobin sich um 
vier Oxydationsaquivalente unterscheidet, entsprechend der Tatsache, 
daB 1 Mol Hamoglobin 1 Mol O, bindet. Die Behauptung von Conant, 
daB Hamoglobin und Methimoglobin sich nur um ein Oxydations- 
iquivalent unterscheiden, ist von Roaf und Smart, Quagliariello und 
Nicloux angegriffen worden. Obwohl Conant selbst diesen EKinwand 
durch einen spaiteren Versuch widerlegt hat, scheint es bei der Wichtig- 
keit Sache Beweis dafiir zu 


bringen. Dies konnte durch folgende Versuchsanordnung in sehr ein- 


der wiinschenswert, einen weiteren er- 
facher Weise geschehen. 

Wir legen dem Versuch die Annahme zugrunde, das 1 Mol Hamo- 
globin mit 1 Mol O, sich zu Oxyhaimoglobin verbindet, und dab dieser 
ganze Sauerstoff in Freiheit gesetzt wird, wenn man Oxyhamoglobin 
mit einem Uberschu8 von Kaliumferricyanid behandelt. Wenn man 
nun Oxyhamoglobin mit einer zur vollen Oxydation nicht ausreichenden 
Menge von Kaliumferricyanid versetzt, so wird nur ein Teil des Oxy- 
hamoglobins in Methamoglobin verwandelt, und zwar zeigt der Vergleich 
des entwickelten Sauerstoffs mit der angewandten Kaliumferricyanid- 
menge, daB 1 Mol Kaliumferricyanid 1 Mol O, in Freiheit setzt. Anderer- 
seits, wenn man eine bestimmte Menge von Oxyhaimoglobin mit einem 
UberschuB von Kaliumferricyanid behandelt, die entwickelte Sauerstoff- 
menge mit und in einer Versuchsreihe feststellt, wieweit man mit 
der Menge des Kaliumferricyanids heruntergehen kann, ohne die Menge 
des entwickelten Sauerstoffs zu verringern, so findet man, daB 1 Mol 
Himoglobin mit 7 Mol Kaliumferricyanid reagiert. Verringert man die 
Menge des Kaliumferricyanids unter diesen Schwellenwert, so wird 
genau der unserer Annahme entsprechende Bruchteil von Sauerstoff 
entwickelt. Hieraus folgt eindeutig, daB das Methamoglobin sich nur 
um ein Oxydationsaquivalent von Himoglobin unterscheidet. 


Versuch I. (UberschuB an Oxyhdmoglobin. ) 





K, FeCNg Oy, theor.* O, erhalten 
Millimol emm emm 
0.002 448 44.0 


* Berechnet unter der Annahme, daf} 1 Mol Ferricyanid 1 Mol OQ, in Freiheit setzt 


Dieser Versuch zeigt, daB pro Mol Kaliumferricyanid 1 Mol O, frei wird 
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Versuch II. (UberschuB an Ferricyanid.) 





K,; FeCN, Og theor.** O, erhalten 
Millimol emm cmm 
0,9076 86,1 85,2 
0,0038 86,1 85 
0,0019 4: 41,2 


** Berechnet unter der Annahme, das 1 Mol Ferricyanid mit 1 Mol Hamoglobin reagiert. 


Der Versuch zeigt, daB zur Bildung von Methamoglobin aus 1 Mo! 
Oxyhamoglobin gerade J Mol Kaliumferricyanid erforderlicn ist. 


Hiermit ist allerdings nicht bewiesen, daB alles, was man nach 
seinem spektroskopischen Verhalten Methamoglobin nennt, identisch 
ist mit dem durch Kaliumferricyanid erzeugten Methamoglobin; jedoch, 
stehen alle Angaben, daB es verschiedene Substanzen gabe, die man 
nach dem spektroskopischen Verhalten als Methimoglobin bezeichnen 
muBte, auf schwachen FiBen. 


Die Behauptung, daB eine charakteristisch gelegene Bande, welche 
tiberdies die Eigenschaft hat, durch Zusatz von Natriumfluorid bei 
pu 6 in typischer Weise verschoben zu werden (s. hieriiber den nachsten 
Abschnitt), verschiedenen chemischen Individuen zukomme, bediirfte 
eines sehr eindeutigen Beweises. So sei z. B. auch erwahnt, daB nach 
dem Warburgschen Vorschlag durch Amylnitrit erzeugtes Methaimo- 
globin dieselbe Bande und dieselbe Verschiebung dieser Bande durch 
Natriumfluorid zeigt wie das durch Kaliumferricyanid erzeugte. Nur 
kommt erschwerend fiir die Beurteilung der Reaktion mit Amylnitrit 
der Umstand hinzu, da8 bei protrahierter Einwirkung von Amylnitrit 
das Methimoglobin wieder verschwindet und Hamatin dafiir entsteht 


Methodik. 


Die Atmungsversuche wurden mit dem Barcroft-Manometer in 
der Anordnung des Warburgschen Mikrorespirationsapparats ausgefihrt. 
Die, Technik ist dieselbe wie in der friiheren Arbeit. 


Die Versuche tiber die Erzeugung von Methamoglobin aus geléstem 
Oxyhamoglobin wurden teils spektroskopisch, teils gasanalytisch aus- 
gefiihrt. Der spektroskopische Nachweis ist durch die Eigenfarbe der 
anzuwendenden Farbstoffe erschwert, aber bei geeigneten Farbstoffen, 
wie Methylenblau, folgendermaBen leicht zu erbringen: Die Mischung 
von geléstem Blutfarbstoff und Methylenblau wird nach geniigender 
Einwirkungszeit, z. B. 5 Minuten, mit etwas Kaliumjodid in Substanz 
versetzt. Dabei fallt das Methylenblau fast quantitativ als Jodid aus. 
Die in Lésung bleibende Spur ist so gering, daB sie die spektroskopische 


Analyse des fiir Methamoglobin wichtigen Spektralbereiches nicht 
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stért. Von den beiden Absorptionsbanden des Methylenblaus stért an 
sich tberhaupt nur die kurzwelligere, und diese ist unter diesen Um- 
standen in den angewandten Schichtdicken nicht mehr bemerkbar. 
Bei reichlicher Menge von Methamoglobin sieht man die Bande um 
638 wu direkt. Um sie sicher zu identifizieren, wurde nach Ville und 
Demien und Moritessier folgendes Verfahren angewandt: Die Lésung 
wurde durch Zusatz von primérem Kaliumphosphat in Substanz 
angesauert (pu etwa 6) und mit reichlich Natriumfluorid in Substanz 
versetzt. Hierdurch wird der Methimoglobinstreifen erstens nach dem 
kurzwelligen Ende verschoben (Mitte der Bande um 610 pz), zweitens 
wird die Bande schmaler und intensiver und der Nachweis dadurch 
empfindlicher. Jedenfalls ist die richtige Verschiebung der Bande 
durch Fluor ein eindeutiges Kriterium fiir das Vorhandensein von 
Methamoglobin. Noch einfacher gestaltet sich der Nachweis von 
Methamoglobin bei Anwendung von solchen Farbstoffen, die keine 
stérenden Absorptionsbande aufweisen. Versetzt man eine Lésung 
von Oxyhamoglobin mit Phenolindophenol bei py etwa 6, so tritt 
unmittelbar die braune Farbe des Methaimoglobins auf. Die spektro- 
skopische Untersuchung zeigt die typische, durch Natriumfluorid 
verschiebliche Methamoglobinbande; das Spektrum des Phenolindo- 
phenols stért in diesem Falle nicht. 

Die gasanalytische Methode zum Nachweis des Methamoglobins 
beruht darauf, daS bei der Umwandlung von Oxyhamoglobin in Met- 
himoglobin Sauerstoff frei wird und eine Druckerhéhung im Manometer 
zu beobachten ist. 

Die Umwandlung des Oxyhamoglobins durch ein Oxydationsmittel 
besteht in der Oxydation des Hamoglobins zu Methamoglobin unter 
gleichzeitiger Reduktion des Oxydationsmittels. Dieser Vorgang 
erzeugt keine Anderung des Gasdruckes. Aber gleichzeitig wird der 
Sauerstoff des Oxyhimoglobins dabei in Freiheit gesetzt. Ist das 
Reduktionsprodukt des angewandten Oxydationsmittels nicht aut- 
oxvdabel, so tritt pro Mol erzeugtes Methimoglobin 1 Mol Sauerstoff- 
gas auf. Dies ist der Fall, wenn Ferricyvankalium als Oxydationsmittel 
angewendet wird, wie Haldane gezeigt hat. Ist aber das Reduktions- 
produkt des angewendeten Oxydations mittels autoxydabel, so verbraucht 
es bei der Reoxydation einen Teil des frei gemachten Sauerstoffs. In 
quantitativer Hinsicht sollte man folgendes erwarten: Die Oxydation 
von 1 Mol Hamoglobin (einer Ferroverbindung) zu Methaimoglobin 
(der zugehérigen Ferriverbindung) erfordert 1/, Mol Methylenblau und 
dieses, wenn reduziert, verbraucht !), Mol Sauerstoff zur Reoxy- 
dation. Es sollten also, wenn ein organischer Farbstoff benutzt wird, 
drei Viertel derjenigen Sauerstoffmenge frei werden, welche durch 


Ferricyankalium frei gemacht werden kann, wenn alles Hamoglobin 
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in Methamoglobin verwandelt wird. Dies gilt wenigstens fiir den Fa|| 
daB ein UberschuB des organischen Farbstoffs angewendet wird, 
daB jedes Molekiil Farbstoff nur einmal als Oxydationsmittel auf 
Hamoglobin wirkt und, wenn es danach durch Sauerstoff reoxydiert 
wird, kein Haimoglobin mehr zum weiteren Angriff vorfindet. Be 
zeichnen wir die durch Ferricyankalium entwickelte Menge Sauerstoft 
als die maximale, so sollte also im Falle der organischen Farbstotf 
drei Viertel der maximalen Menge Sauerstoff frei werden. 

Der Versuch zeigt nun, daB im allgemeinen weniger als drei Vierte 
der maximalen Sauerstoffmenge entwickelt wird. Nur bei einige: 
Indophenolen wird mit guter Annadherung dieser Wert oft erreicht 
Hier kommt es sogar gelegentlich vor, daf er ein wenig tiberschritte: 
wird. Ein solches Vorkommnis ist verstindlich, wenn man annimmt 
da® hin und wieder ein Molekiil des Farbstoffs mehrfach oxydiert und 
wieder reduziert wird. Bei Anwendung von Methylenblau entstel 
gewohnlich etwa die Halfte (in nicht ganz reproduzierbarer Weise 
mit Indigosulfonaten etwa ein Fiinftel, mit Safranin oder Rosinduli: 
nur ein winziger Bruchteil der maximalen Menge Sauerstoff ode: 
gar nichts. 

Die Ursache ist, daB bei Anwendung selbst der wirksamsten Far) 
stoffe als Oxydationsmittel nur ein Teil des Hamoglobins in Methamo 
globin verwandelt wird; der Rest bleibt Oxyhamoglobin. 

Die Geschwindigkeit der Methamoglobinbildung, gemessen an der 
Geschwindigkeit der Sauerstoffentwicklung, ist bei den Farbstoffen 
auf alle Fille viel kleiner als bei der Anwendung von Ferricyankalium 
wo die Reaktion mit unmebbar grober Geschwindigkeit verliuft, d. h 
so schnell, daB die Einstellungszeit des Manometers zum Gleichgewicht 
grOBer ist als die Zeitdauer der chemischen Reaktion. Bei den Farb- 
stoffen dagegen ist die chemische Reaktion so langsam, daB man sie 
am Manometer leicht verfolgen kann. Bei einem solchen Versuch zeigt 
sich nun, daB die Sauerstoffentwicklung nach der Vermischung von 
Farbstoff mit Himoglobin mit relativ groBer Geschwindigkeit einsetzt, 
aber dann langsamer wird und schlieBlich stehen bleibt, ohne daB der 
theoretisch erwartete Endwert erreicht wird. (Auber, wie erwahnt 
bisweilen bei den Indophenolen.) Die spektroskopische Beobachtung 
zeigt in einem solchen Falle, daB nur ein Teil des Haimoglobins in Met- 
hamoglobin verwandelt ist. 


Man kénnte den Eindruck gewinnen, als ob die Reaktion zu einem 
Gleichgewicht fiihre. Ein wahres Gleichgewicht kann aber nicht vor- 
handen sein, denn das wahre Gleichgewicht eines Gemisches von Hamo 
globin und Sauerstoff bei Gegenwart eines Oxydationskatalysators 
kann nur die vollstandige Oxydation zu Methamoglobin sein. Man 
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muB vielmehr annehmen, da die oxydierende Fahigkeit der Farbstoffe 
ir Hamoglobin mit der Zeit erlahmt. Es ist eine kinetisch, nicht eine 
thermodynamisch begriindete Erlahmung. Als wahrscheinliche Er- 
klarung hierfiir soll angefiihrt werden, dal die Farbstoffe in einer 
Hamoglobinlésung nicht auf die Dauer in echter Lésung bleiben. Es 
bilden sich kérnige, oft an den GefiBen haftende, oder in der Lésung 
schwebende gefairbte Partikel, und so wird der Farbstoff als wirksames 
\gens allmahlich ausgeschaltet und die Konzentration des echt gelésten 
\nteils des Farbstoffs wird so klein, daB die Geschwindigkeit der 
Reaktion praktisch gleich Null wird. 


Unter diesen Umstanden kénnen wir die Fahigkeit der verschiedenen 
Karbstoffe zur Erzeugung von Methamoglobin beurteilen nach der 
Sauerstoffmenge, welche sie aus einer gegebenen Oxyhimoglobin- 
lésung tiberhaupt in Freiheit zu setzen vermégen. Wir driicken diese 
Sauerstoffmenge am besten als Bruchteil derjenigen Sauerstoffmenge 
aus, welche in einem Parallelversuch mit der gleichen Oxyhimoglobin- 
lésung und Ferricyankalium in Freiheit gesetzt wird. Die Oxyhamo- 
globinmengen wurden so gewahlit, daf der Kontrollversuch mit 
einem Uberschu8 von Kaliumferricyanid etwa 100 cmm O, ergab. 
Die Zahlen der nachfolgenden Tabelle geben an, wieviel Prozent 
der im Parallelversuch mit Kaliumferricyanid entwickelten Sauer- 
stoffmenge durch die verschiedenen organischen Farbstoffe in Frei- 
heit gesetzt werden. 





O» in %l9 


de arallelversuc Normal potential 
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Literatur fiir die Potentialwerte findet sich bei L. Michaelis, 
Oxydations- und Reduktionspotentiale und bei R. Wurmser, Oxydation 
et Réduction, 8S. 318. Die Mitteilung tiber Rosindulin ist im Druck. 
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Atmungssteigerung durch organische Farbstoffe. 


Die Versuche mit Methylenblau hatten gezeigt, daB der Grad de 
Atmungsbeschleunigung nur in maBigem MaBe von der Konzentration 
des Methylenblaus abhaingt. Aus diesem Grunde konnten wir uns 
darauf beschranken, die Vergleichung der verschiedenen Farbstoffe 
in annaihernd derselben Konzentration durchzufiihren, und zwar bei 
einer endgiiltig 0,6 millimolaren Konzentration an Farbstoff.  Farb- 
stoffe, welche mit den gewéhnlichen Reduktionsmitteln iiberhaupt 
nicht oder jedenfalls nicht in reversibler Weise reduziert werden kénnen, 
haben gar keinen EinfluB auf die Atmung. (Triphenylmethanfarbstoffe 
und Azofarbstoffe.) Reversible Farbstoffe von sehr negativem Potential- 
bereich, welche kein oder nur zweifelhaft Methamoglobin bilden, haben 
ebenfalls keinen Einflu8 auf die Atmung. (Safranin, Rosindulin.) 
Farbstoffe von etwas positiverem Normalpotential beginnen eine 
geringe Wirkung zu zeigen, und zwar wird diese bei Indigotetrasulfonat 
eben bemerkbar, wahrend sie bei dem etwas negativerem Indigo- 
disulfonat noch nicht vorhanden ist. Die Wirkungen sind schwach 
und quantitativ nicht sehr gut reproduzierbar. Man kann deshalb 
hier keine zu hohen Anspriiche stellen an genaue Ubereinstimmung 
der Reihenfolge des Potentials und der atmungssteigernden Wirkung, 
vielmehr sagt man besser, da Farbstoffe vom Anthrachinonsulfonat 
bis zu den Indigodisulfonaten eine geringe, schlecht reproduzierbare 
oder gar keine Wirkung zeigen. Sobald man aber in das Potential 
gebiet des Methylenblaus kommt, wird die Wirkung deutlich, erreicht 
bald ein Maximum und wird nun bei weiterer Potentialerhéhung nicht 
mehr tberschritten. Methylenblau, Azur B, Gallocyanin und sogar 
die Indophenole bis hinauf zu den Farbstoffen mit den héchst erreich- 
baren Normalpotentialen haben im groBen ganzen die gleiche Wirkung. 
Bei den Seesterneiern hat allerdings Barron beschrieben, daB Gallo 
eyanin und die Indophenole schlechter als Methylenblau wirken; dieser 
Befund trifft jedoch fiir unser Beobachtungsmaterial nicht zu. 


Die zunehmende Erhéhung des Potentials hat offenbar deshall 
keinen weiteren Effekt, weil die Geschwindigkeit der Atmung bei 
geniigender Positivitat des Potentials durch irgendeinen anderen 
Faktor limitiert wird. 


Aus den Versuchen erkennt man, daB in dem MaBe, in dem die 
Farbstoffe positiver werden, ihre atmungsbeschleunigende Wirkung 
auftritt und mehr und mehr deutlich wird. Zwischen Indigodisulfonat 
und Indigotetrasulfonat liegt die Schwelle, bei der die Wirkung auf 
die Atmung deutlich wird. Bei weiterer Positivierung des Potentials 
erreicht sie dann bald ihren maximalen Wert, der nicht iiberschritten 
wird. 
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Zusammenfassung. 


1. Es wird bestatigt, daB 1 Mol Oxyhamoglobin nur mit J Mol 
Ferricyanid reagiert, wenn es in Methamoglobin verwandelt und dabei 
der gesamte O, des Oxyhimoglobins in Freiheit gesetzt wird. 

2. Organische Farbstoffe kénnen als Oxydationsmittel auf Hamo- 
globin wirken, wobei sie es in Methamoglobin verwandeln. Diese 
Reaktion verliuft jedoch selbst bei Anwesenheit von tberschiissigem 
Sauerstoff in der Regel nicht vollstindig, sondern kommt, je nach 
dem Potentialbereich des Farbstoffs, friiher oder spater zum Stillstand. 
Dieser Stillstand ist kein thermodynamisches Gleichgewicht, sondern 
beruht auf einer kinetischen Hemmung. 

3. Die Wirkung der Farbstoffe, die Atmung kernloser roter Blut- 
zellen zu erhéhen, steigt in gleichem Sinne wie ihr Potentialbereich 
positiver wird und ihre Fahigkeit, Methamoglobin zu erzeugen, groBer 
wird. Sie erreicht jedoch schon bei den Farbstoffen im Potentialbereich 
des Methylenblaus ihr Maximum, so daB jenseits dieses Bereiches eine 
Parallelitat der beiden Wirkungen nicht mehr erkannt werden kann. 
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Uber die autolytische Wirksamkeit der tierischen 
Gewebsproteinasen und ihre Beeinflussung durch Schwermetalle. 


Von 


Kurt G. Stern. 


(Aus dem Rockefeller-Institut fiir Medizinische Forschung, New York, 
Physikalisch-chemische Abteilung.) 


(Eingegangen am 11. Mdrz 1931.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 
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I, Einleitung. 
Das Phinomen der Aktivierung der proteolytischen Fermente der 
sogenannten dritten Gruppe, zu denen u. a. die pflanzlichen Proteinasen 
Papain und Bromelin, ferner die Hefeproteinase und das in allen 





alle. 


York, 


Seite 


116 
118 


119 


121 
126 
128 
129 
129 
129 


130 


131 
133 
134 
134 
137 
138 


der 
asen 


illen 








K.G. Stern: Autolyt. Wirksamkeit d. tierischen Gewebsproteinasen usw. 117 


tierischen Zellen aufgefundene Kathepsin zihlen, mittels Blausiure, 
Schwefelwasserstoff und weiterer Substanzen, denen die Fahigkeit ge- 
meinsam ist, mit Schwermetallen Komplexe zu_ bilden, ist  ver- 
schiedenartig interpretiert worden. 


Die genannten Aktivatoren wurden von der Wiilstdtterschen Schule 
als cofermentartige Kérper aufgefaBt, die sich mit der Proteinase unter 
Erweiterung der Spezifitat und Verstérkung der Aktivitaét analog dem 
System Enterokinase-Trypsin verbinden. Hierfiir scheint vor allem die 
zur Erreichung einer maximalen Aktivierung erforderliche Inkubationszeit 
zusprechen. Auf der anderen Seite glaubt Krebs, durch seine Untersuchungen 
am Papain den Mechanismus der Aktivierung als scheinbaren Effekt entlarvt 
zu haben, hervorgerufen durch die Anwesenheit vergiftender Schwermetall- 
spuren in den Enzym- oder Substratlésungen, die durch die zugefiigten 
Komplexbildner unschadlich gemacht wiirden. Krebs findet, dai Papain 
durch die Schwermetalle der ersten und zweiten Vertikalreihe des periodi- 
schen Systems vergiftet wird, wobei die hemmende Wirkung innerhalb 
einer Gruppe mit zunehmendem Atomgewicht ansteigt. Die iibrigen unter- 
suchten Schwermetalle, besonders Eisen, waren nach Krebs ohne FEinfluB. 
Es mu8 allerdings darauf aufmerksam gemacht werden, das diese Ver- 
suche im Hinblick auf die benutzte manometrische Methodik weit abseits 
vom pr-Optimum des Papains ausgefiihrt wurden. Nachdem dieser Autor 
nun an einem Beispiel gezeigt hat, daf Kaninchenmilzkathepsin ebenfalls 
durch Kupfer vergiftet wird (Bestimmung der aus Gelatine freigelegten 
NH,-Gruppen nach van Slyke), kommt er zu dem AnalogieschluB, daB 
sich dieses Enzym gegen Schwermetalle gleichartig wie Papain verhalt. 
Wie im folgenden gezeigt wird, ist es zwar richtig, dafs Kaninchenkathepsin 
durch Kupfer vergiftet wird, doch kénnen die Kathepsine anderer Tier 
arten durch Kupfer, Zink, Mangan und Eisen in einer Reihe von Fallen 
nicht nur nicht geschadigt, sondern im Gegenteil erheblich aktiviert werden. 

In der alteren Literatur finden sich zahlreiche Beobachtungen, wonach 
die Wirksamkeit der autolytischen Fermente, die nunmehr als die normale 
proteolytische Ausriistung der Tierzelle (Kathepsin) erkannt worden sind, 
durch eine Reihe von Schwermetallen in verschiedenem Sinne beeinfluBt 
wird. So ist z.B. von Truffi der férdernde Einflu$B von Ejisen- und 
Quecksilbersalzen in geringer Konzentration, von Preti Aktivierung durch 
Blei-, von Jzar Férderung durch Silbersalze beschrieben worden. Bradley 
berichtet tiber Aktivierung der Autolyse durch Mangan, Ascoli durch eine 
Xeihe kolloider Metalle, besonders durch Eisen-, Silber- und Kupfersole. 
Andere Autoren wieder fanden verschiedenartige Beeinflussung normaler 
und pathologischer Gewebe durch gleiche Zusiétze (z. B. Fasiani durch 
Selen und Tellur). ‘ , 

Besonders erwahnt seien die mit exakter Methodik durchgefiihrten 
Versuche von Rona und Mislowitzer iiber den EinfluB von Erdalkalien 
und Alkalien, sowie einer Reihe von Anionen auf die Zellproteinase, aus 
denen hervorgeht, daB sich die Effekte der genannten Ionen oft abseits 
vom optimalen pq umkehren. 

Da gegen die alteren Arbeiten iiber Einfliisse von Schwermetallen 
auf die Autolyse der Einwand erhoben wurde, daB die beobachteten Effekte 
zum Teil auf px-Verschiebungen infolge Arbeitens in ungepufferten Systemen, 
zum Teil auf Verunreinigungen zuriickgefiihrt werden kénnten, wurde hier 
versucht, die Einfliisse verschiedener Zusatzstoffe, besonders einiger Schwer- 
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metallsalze, ferner von Selen und einigen Metallkomplexen auf die Wirksam 
keit des Kathepsins unter gut reproduzierbaren Bedingungen zu studieren 

Es wurde demgemaé8 der Abbau von GewebseiweiB, das sich in Organ 
ausziigen verschiedener Herkunft gelést befand, durch die in den gleichen 
Extrakten enthaltene Zellproteinase unter dem Einflu8 der genannten 
Stoffe untersucht. Es gelang, unter Zuhilfenahme der nephelometrischen 
Analyse, diese ,,autolytische Reaktion‘’ innerhalb kurzer Versuchszeiten 
(5 bis 180 Minuten) in homogenen und gut gepufferten Systemen iiber 
einen weiten Spaltungsbereich hinweg messend zu verfolgen. Im folgenden 
seien die bei vergleichender Untersuchung einer Reihe von Organen ver 
schiedener Tierarten erhobenen Befunde beschrieben. Einer spateren Ve1 
6ffentlichung soll ein weiteres Eingehen auf den Mechanismus und die 
Kinetik der Reaktionen vorbehalten sein. Ebenso soll das entsprechend: 
Verhalten der Hefeproteinase, die ebenfalls unter die katheptischen En 
zyme fallt, spaterhin beschrieben werden. 


Il. Allgemeiner_ Teil. 

In ihrer Studie der proteolytischen Enzyme der Milz haben Wald 
schmidt-Leitz und Deutsch essigsaures Glycerin fiir die Extraktion de: 
Proteasen angewendet. Nach ihren Feststellungen enthalt ein solcher 
Auszug nur eine einzige echte Proteinase, von Willstdtter Kathepsin 
benannt, die im schwach sauren Gebiet optimal auf zugesetzte Proteine 
wirkt, wahrend die in relativ viel gréBerer Menge vorhandene Ereptase 
Peptide optimal bei px 8 spaltet. Kleinmann und Stern bestatigten 
diesen Befund in vollem Umfange mit Hilfe der nephelometrischen 


Analyse und konnten die Proteinase mittels Adsorption an Kaolin 


und folgender Elution mit alkalischen Puffern in gereinigtem Zustande 
herstellen und ihr Verhalten gegen zugesetzte Substrate, namlich 
Gelatine, Serumalbumin und Casein studieren. Dabei wurde ein 
Wirkungsoptimum des Kathepsins auf diese Proteine zwischen px 3,5 
und 4,5, je nach dem benutzten Substrat und dem Reinheitszustande 
des Enzyms, festgestellt. Kiirzlich wurd2 das proteolytische System 
der Tierzelle durch Au‘findung einer Carboxy- und einer Amino- 
polyp2ptidase durch Waldschmidt-Leitz und M tarbeiter vervollstandigt 

Die nach Waldschmidt-Leitz hergestellten normalen Glycerin- 
ausziige aus tierischen Organen enthalten natiirlich neben den Prote 
asen noch eine Reihe Begle‘tstoffe, darunter durchschnittlich 0,8°,, 
an OrganeiweiB. Dieses liefert mit Sulfosalicylsiure und Salzsaure 
eine ausreichend stabile und gleichférmige Triibung, die zur Ermittlung 
der Konzentration nephelometrisch ausgewertet werden kann. Wahrend 
das in den Extrakten befindliche EiweiB waihrend des Lagerns der 
Ausziige im Kihlschrank durch die bohe Glycerinkonzentration und 
die tiefe Temperatur vor dem Angriff der proteolytischen Enzyme 
monatelang geschiitzt bleibt, setzt nach entsprechender Verdiinnung, 
Einstellung der optimalen Wasserstoffionenkonzentration mittels 
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Regulatoren und Erwarmung auf tiber 30° ein rapider Abbau des 
SubstrateiweiBes ein, der mittels der obengenannten Triibungsreaktion 
durch Probeentnahme in geeigneten Intervallen bequem messend 
verfolgt werden kann. Die Geschwindigkeit des Prozesses sinkt, nachdem 
innerhalb der ersten 2 Stunden nach Versuchsbeginn meist iiber 60°, 
des vorhandenen Substrats in tiefere Produkte aufgespalten worden 
sind, rasch ab, und selbst nach 48 Stunden sind selten mehr als 75°, 
der Proteinmenge verschwunden. 

Die vorhandenen Proteinmengen im Auszug sind so klein, daB mit 
einer weniger empfindlichen Methodik, wie z. B. der Ermittlung des Zu- 
wachses an Amino-N nach van Slyke, merkliche Ausschlige erst nach 
24 Stunden Spaltzeit unter Verwendung der vielfachen Extraktmenge 
erhalten werden. (Siehe dazu Kleinmann und Stern, I. Mitteilung iiber 
Gewebsproteasen. ) 


A. Anzahl und optimale py-Aktivitadt der Gewebsproteinasen. 

Es wurde eine Reihe gleichartiger Ausziige verschiedener Organe 
verschiedener Spezies bereitet und mit Hilfe der 8. 130 beschriebenen 
Technik eine pg- Aktivitaétskurve der autolytischen Reaktion auf- 
genommen. Die gefundenen Optima sind in der Tabelle I zusammen- 
gestellt. Es geht daraus hervor, daB, bis auf den Fall der 
Kaninchenniere und der Fischleber und -milz, in den untersuchten 
Gewebsausziigen nur eine einzige echte Proteinase zugegen war. 


Tabelle I. 


Ubersicht iiber die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die Autolyse 
in verschiedenen Organausziigen. 





Spezies Organ Optimales Py 
ERS ge ae oe meee Leber 3.6 
Milz 3,2 
| Se area Niere 3 
Milz 4 
RR ee ee ee Leber 4 
Niere 4 
Milz 4 
. Muskel 4 
Kaninchen ....... Leber 4 
Niere 3 und 4.6 
(Urin 3) 
ee eee ee Leher 3.5 
Niere 4 
Cori-Tumor 4 
Da, sae he. sea Leber 4 
bk ee ak” aay ty Leber 4 
See aa Leber 4 und 9—10 


Milz 4,6 und etwa 9 
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In der Kaninchenniere wurden zwei im sauren Gebiet liegende albu 
Wirkungsoptima gefunden, eines bei pu 3 und das zweite bei pu 4,6 fests 
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Abb. 1. 
Aktivitits~py-Kurve der Kaninchenleberextraktautolyse als typisches Beispiel fiir die 
Aktivitat der einzigen echten Zellproteinase (Kathepsin). 
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Abb. 2. W 
Aktivitits-pg-Kurve der Kaninchennierenextraktautolyse : be 
Das erste Maximum (bei pq 3) kommt dem Harnpepsin, das zweite Maximum (bei Py 4,6) 
kommt dem Nierenkathepsin zu. 
Da sich in der Literatur Angaben fanden (s. bei Oppenheimer), dab 
kleine Magenpepsinmengen mit dem Harn ausgeschieden werden, 
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wurde Kaninchenharn in seinem Verhalten gegen zugesetztes Serum- 
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albumin gepriift und in der Tat eine optimal bei px 3 wirksame Proteinase 
festgestellt. Da in der Kaninchenleber nur ein einziges Optimum, 
namlich das Kathepsinoptimum bei pu 4, beobachtet wurde, diirfte 
erwiesen sein, daB es sich bei dem ersten Wirkungsoptimum des Nieren- 
extraktes nicht um ein echtes Zellenzym, sondern um die im Urin aus- 
geschiedene Protease handelt, die bei der Extraktion des Organs in 
die Extrakte tberging. 

Auch im Falle der Fischorgane (Karpfenleber und -milz) ist an 
dem Vorhandensein nur einer echten Gewebsproteinase nicht zu 
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Abb. 3. 
Aktivitats-py-Kurve der Karpfenleberextraktautolyse : 


Das im sauren Gebiet (bei Pq 4) gelegene Wirkungsoptimum entspricht dem Leberkathepsin, 
das alkalische Optimum (bei py 10) ist auf sezernierte Pankreastryptase zuriickzufiihren 
Die untere Kurve stellt den Substratumsatz nach 15 Min., die obere den Umsatz nach 

45 Min. Versuchsdauer dar. ; 


zweifeln: Die histologische Untersuchung der zur Extraktion ver- 
wendeten Organe ergab, dai sowohl im Milz- wie im Lebergewebe 
zahlreiche verstreute Inseln von Pankreasgewebe zugegen waren (Lieno- 
pankreas und Hepatopankreas), die offenbar das in den Ausziigen ge- 
fundene tryptische Enzym sezernieren. Bemerkenswert ist, da das 
Wirkungsoptimum dieser Tryptase alkalischer ist als das der bisher 
beschriebenen ‘Tryptasen. 


B. EinfluB verschiedener Schwermetall- und Selenitionen auf die 
Extraktautolyse. 


Um die Beeinflussung der autolytischen Reaktion in den Organ- 
ausziigen zu studieren, wurden die Extrakt-Puffermischungen bei der 
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optimalen Wasserstoffionenkonzentration fiir die betreffende Proteinase 


mit (fiir die verschiedenen Ausziige gleichen) Metallsalz- bzw. Selenit 
losungen versetzt, deren Quantitaét in einem Vorversuch (mit Kalb 
milzextrakt) als wirksam befunden worden war. (Technik siehe S. 131 

Die gewahlten Konzentrationen der Zusatzstoffe lagen durch 
schnittlich etwa um eine Zehnerpotenz tiber den von Krebs in seinen 
Versuchen mit Papain angewandten. 

Die hierbei erhaltenen Resultate sind in der Tabelle Il zusammen. 
gestellt. Aus der Zusammenstellung ergibt sich, daB sich die Gewebs 
proteinasen durchweg verschieden gegen die gleichen Konzentrationen 
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Abb. 4. 
Die verschiedenen Kurven geben den Ablauf der Menschenleberextraktautolyse unter 
dem Einfiu®B von Cu’, Zn", Hg’, Mn’, Fe und Se O%-Ionen sowie des Kontroll- 
versuchs ohne Zusatz wieder. 


der Zusatzstoffe verhalten, wobei jedoch die Differenzen zwischen den 
Organen der gleichen Spezies meist viel geringer sind als diejenigen 
zwischen verschiedenen Spezies. Im allgemeinen wurde gefunden, 
daB Ferro- und Manganoionen aktivierend, Quecksilber-, Kupfer- und 
Selenitionen meist hemmend wirkten, waihrend Zinkionen in einigen 
Fallen aktivierten, in anderen dagegen hemmten. In vielen Fallen 
waren auch die zugesetzten Stoffe ohne jede Wirkung auf die unter- 
suchte Reaktion. 

Interessant erscheint das gleichartige Verhalten der Extrakte aus 
Cori-Rattentumoren und aus Rattenlebern. 

Lebertrypsin und Leberkathepsin der Fische, die ja auf das gleiche 
Substrat einwirkten, unterscheiden sich besonders in ihrem Verhalten 
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gegen Quecksilber. Die Tryptase ist das einzige der untersuchten 
Enzyme, welches durch Quecksilber etwas aktiviert wurde. 

In dem Verhalten der einmal aus vorher entbluteter und das ander 
Mal aus bluthaltiger Kaninchenleber bereiteten Ausziige besteht kein 
erheblicher Unterschied. 

Kaninchenleber- und -nierenkathepsin auf der einen Seite und 
Kaninchenmagen-, Nieren- und Harnpepsinase auf der anderen Seite 
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Abb. 5. 
Die beiden Diagramme veranschaulichen das gleichsinnige Verhalten der Rattenleber- 
und Cori-Rattentumor-Extraktautolyse gegen Zink-, Kupfer- und Quecksilberzusatz. 


kénnen dadurch voneinander unterschieden werden, daB die erstere 
Gruppe durch die gleiche Konzentration an Zinksalz deutlich gehemmt 
vird, waihrend die letztere Gruppe, wie aus Abb. 6 hervorgeht, durch 
die gleiche Konzentration eher etwas aktiviert wird. 

Es sei noch erwahnt, daB sich in einem Versuch mit Kalbsmilz- 
extrakt Gold (6 - 10~* mg/ccm) als hemmend, Arsenit (9 - 10~? mg/ecm) 
und Tellurat als wirkungslos erwiesen. 

Da der aktivierende EinfluB von Eisen, wie er z. B. bei Organ- 
extrakten von Mensch, Pferd, Kalb und Ratte gefunden wurde 
physiologisch von besonderem Interesse ist, wird augenblicklich auch 
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der Effekt von komplex gebundenem Eisen studiert. Es sei hier aus 
einer folgenden Mitteilung bereits vorweggenommen, daB der Eisen- Blau- 
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Abb. 6 
Die Abbildung demonstriert das verschiedenartige Verhalten der auf das gleiche Substrat 
Niereneiweif) einwirkenden Pepsinase und des Kathepsins (enthalten im Kaninchennieren 
extrakt) gegen gleiche Konzentrationen verschiedener Zusitze. Das Kathepsin wird durch 
ille zugesetzten Salze mehr oder weniger gehemmt, wiihrend die Pepsinase durch Zink und 
Mangan eher etwas aktiviert wird. (Aktivitas-py-Kurve der beiden Enzyme, siehe Abb. 2 
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Abb. 7. 
Effekt des Zinks auf den Ablauf der Kalbsmilzextraktautolyse bei variiertem py 
Die untere Kurve entspricht dem Kontrollversuch ohne Zinkzusatz. 


siurekomplex auf die Kalbsmilzextraktautolyse ohne FinfluB war, 
wahrend sich sowohl Eisen- wie Zink in dem Komplex mit Dipyridyl 
starker aktivierend erwiesen als die gleichen Metallmengen in Ionenform. 
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Der aktivierende Effekt von Zinksalz auf die Kalbsmilzextrak 
autolyse unter Variierung der Wasserstoffionenkonzentration ist 
der nachstehenden Kurve dargestellt. Der Aktivierungseffekt ist 
diesem Falle beim nichtoptimalen px von 3,3 relativ gréBer als bein 
optimalen px von 3,8. Nach der alkalischen Seite hin erfolgt dann ei: 
rascher Abfall der relativen AktivierungsgréBe. 


C. Uber den zeitlichen Verlauf der autolytischen Reaktion. 
Der zeitliche Verlauf der Extraktautolyse wurde am Beispiel cde: 
Kalbsmilzauszuges verfolgt und der Effekt von Ferro- und Quecksilbe: 
ionen untersucht. 


Aus Abb. 8 ist ersichtlich, daB die Spaltkurve mit und ohne Zu- 


sitzen im Anfangsbereich der Spaltung innerhalb der Versuchsfehle1 
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Abb. 8. 
Anfangsbereich der Kalbsmilzextraktautolyse ohne und mit Zusatz von Eisen- 
und Quecksilbersalz. 


linear verliuft. Der durchschnittliche Proportionalitatsfaktor fiir die 
unbeeinfluBte Reaktion betragt hier 0,88, derjenige fiir die durch Eisen 
beschleunigte Spaltung 1,34 und fiir die durch Quecksilber gehemmte 


Reaktion 0,46. 


Beim Verfolgen der Spaltung iiber noch langere Zeit werden Kurven 


der in Abb. 9 dargestellten Form erhalten. Die Umsatzgeschwindigkeit 
nimmt danach derart ab, daB die einzelnen Kurven einem asymptoti 
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schen Wert zuzustreben scheinen, derfiir die unbeeinfluBte, gehemmte 
und beschleunigte Reaktion ganz verschieden ist. 

Bei Anwendung der Formel fiir monomolekularen Reaktions- 
verlauf ergibt sich gemaiB der folgenden Zusammenstellung fiir die 
unbeeinfluBte Reaktion von Anfang an ein kontinuierlicher Abfall 
der Reaktionskonstanten erster Ordnung. Das gleiche ist fiir den 
Ablauf unter EinfluB von Quecksilber der Fall, waihrend die durch 
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Abb. 9. 
Verlauf der Kalbsmilzextraktautolyse ohne und mit Eisen- und Quecksilberzusatz bei langerer 


Versuchszeit als der in Abb. 8 gewahiten. 


Kisenzusatz beschleunigte Reaktion bis zu einem Substratumsatz von 
52°, gut als Reaktion erster Ordnung beschrieben werden kann. Im 
weiteren Verlauf fallen auch hier die Konstanten rasch ab. Der Verlauf 
der autolytischen Spaltkurve stimmt danach iiberein mit dem von 
Rona und Kleinmann ebenfalls auf nephelometrischem Wege studierten 
Abbau von Serumprotein durch Pepsin. 

Die Frage nach der Beeinflussung der autolytischen Reaktion durch 
zugesetzte Spaltprodukte, sowie durch variierende Mengen hemmender 
und aktivierender Zusatze, ferner nach der Méglichkeit einer Affinitats- 
ablenkung des Kathepsins vom Eigeneiwei8 durch Zusatz von Casein 
befindet sich in Bearbeitung. 
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Zusammenstellung. 


l 
Anwendung der Formel k = . - log 
a 


auf den Verlauf der Kal! 
- 


milzextraktautolyse ohne und mit Zusatz von Eisen und Quecksilbersa 





a urspriingliche Substratkonzentration = 100%, 
x die zur Zeit t abgebaute Substratmenge. 
Ohne Zusatz Eisen: 9-10-2 mg ccm Quecksilber: 14-10-2 mg 

Zeit Umsatz k Zeit Umsatz P Zeit Umsatz 
Min. ( Min. 0 . Min. 9/9 

15 18,7 59 15 22.8 74 15 19 3 
3 30 52 30 41,7 77 30 18,4 29 
45 37,7 45 45 52.4 72 45 20,3 21 
60 22.8 37 60 (52,3) 60 22.8 18 
90 47,9 31 90 55 38 90 33,8 19 
120 50.5 25 120 58,9 32 120 37.5 17 
180 52.4 15 180 9.7 22 189 38.1 12 


Im Hinblick auf die verschiedenartigen Angaben der Literatur iibe: 
das Vorkommen von Labferment in den Geweben, bzw. iiber Labwirkung 


D. Labwirkung der Organausziige. 


der Organproteasen selbst, wurden die verschiedenen Organausziige 


ihrem Verhalten gegen verdiinnte und mittels Caleiumzusatz sensibilisierte 
Dabei wurden, wie aus Tabelle III hervorgeht, Regelmalbig 
unterschieden 


Milch gepriift. 
keiten nicht 


Anordnung: 5 cem pasteurisierter Milch + 5 cem Aqua dest. 
m-CaCl,-Lésung + 30 Tropfen Organauszug, 


beobachtet. 


In vielen 


Fallen 


Tabelle Ill. 


sich 


Ubersicht iiber die Labwirkung von Organextrakten. 


Temperaturraum bei 30°C belassen. 


+ Gerinnung innerhalb 


30 Minuten, 
20 


17 Stunden. 


die Aus 


4 Tropfen 
gemischt und im konstanten 
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Erwachsenenmilz I 
Erwachsenenleber I 
Kinderleber II. 
PferdeniereI . .. 
Pferdemilz I 
Kalbsniere A 
Kalbsmilz A 
Kalbsleber A . 
Kalbsmuskel A 
Kaninchenmagen III 
Kaninchenleber A 
Kaninchenniere III 


Ergebnis Nr. 


+ 13 


Extraktbezeichnung 
g 


a 15 Rattenleber b 


- 19 
* 20 
ot 21 

+++] 22 





16 Rattenmilz a. 
Rattenmilz b. 
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Ratten-Coritumor IIT 
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zuge von verschiedenen Organen der gleichen Tiere voneinander; von den 
Cori-Rattentumorextrakten wirkte der eine labend, der andere nicht. 
Das gleiche war bei verschiedenen Kaninchennierenextrakten der Fall, bei 
denen allerdings infolge der Beimengung von Pepsinase eine deutliche 
Labwirkung zu erwarten gewesen wire. 


Ill. Experimenteller Teil. 
A. Gewinnung der Gewebsextraktie. 

Bei der Herstellung der Organextrakte wurde nach der von Wald- 
swhmidt-Leitz und Deutsch gegebenen Vorschrift verfahren: 

Die sogleich nach dem Tode der Tiere entnommenen Organe wurden 
mechanisch von anhaftendem Gewebe befreit, mit Leitungswasser ab- 
gespiilt und sodann durch die Fleischmaschine getrieben oder (bei kleineren 
Organen) im Mérser mit dem Pistill zerkleinert. Der erhaltene Gewebsbrei 
wurde sodann in der doppelten Gewichtsmenge 87°,igen Glycerins, dem 
015°, Essigséure zugesetzt wurde, verteilt und im Brutschrank bei 
37°C 4Stunden lang unter gelegentlichem Umriihren digeriert. Nach 
Verlauf dieser Zeit wurde die Mischung auf Faltenfilter verteilt und das 
innerhalb der folgenden 48 Stunden erhaltene Filtrat als Gewebsextrakt 
zu den Versuchen benutzt und im Kiihlschrank aufbewahrt. 

In einem Falle wurde ein an Blut armer Kaninchenleberextrakt 
in folgender Weise gewonnen: 

Ein ausgewachsenes Kaninchen wurde unter Athernarkose von der 
Aorta aus mit 3 Litern physiologischer Kochsalzlésung durchspiilt. Aus- 
fluB: Carotis. Sodann wurde die Leber entnommen und in der gleichen 
Weise, wie oben beschrieben, zu Glycerinextrakt verarbeitet. 

Der aus den bluthaltigen Organen erhaltene Extrakt enthielt im 
Durchschnitt 0,8°, des EiweiBkérpers, der bei der verwendeten 
lriibungsreaktion mittels Sulfosalicylsaure analytisch erfaBt wurde. 
Der aus der durchspiilten Kaninchenleber erhaltene Extrakt enthielt 
96°,, des EiweiBes des gewéhnlichen Extraktes. Die fehlenden 4°, 
diirften die Menge des ausgespiilten Serumalbumins darstellen. 

Die gewonnenen Extrakte waren meist klar und rotgefarbt. In 
einigen Fallen (Hithnerleber, Froschleber) waren sie triibe, doch konnten 
sie nach geeigneter Verdiinnung gut zur Untersuchung benutzt werden. 


B. Technik der nephelometrischen Analyse. 

Die Technik der nephelometrischen Bestimmung der Wirksamkeit 
von Organproteinasen auf zugesetztes Casein, ferner Gelatine und 
Serumalbumin findet sich ausfiihrlich in der ersten Mitteilung von 
Kleinmann und Stern iiber tierische Gewebsproteasen beschrieben. 

Es war dort notwendig, durch Auswahl geeigneter Tribungs- 
reaktionen bzw. durch starke Verdiinnung der Organextrakte den 
EinfluB des EigeneiweiBes der Extrakte auszuschalten. In der vor- 
liegenden Untersuchung aber wurde ausschlieBlich der Abbau dieses 
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Extrakteiweibes durch die im gleichen Extrakt befindlichen Enzyme 
verfolgt. Zu diesem Zwecke mubBte eine weit hGhere Extraktkonzentra- 
tion als friiher in den Spaltansétzen gewahlt werden. In den meisten 
Versuchen betrug die Konzentration der Spaltansitze an Gewebs 
extrakt 3,3 oder 2,5°,, in manchen jedoch 5°,. In dieser Verdiinnunyg 
lieferte das ExtrakteiweiB mit Sulfosalicylsiurelésung und Salzsiure 
in den von Kleinmann fiir Serumalbuminlésungen angegebenen Mengen 
eine im Nephelometer von Aleinmann (Schmidt und Haensch, Berlin S 42) 
gut meBbare Triibung, die sich innerhalb der erforderlichen Zeit (et wa 
30 Minuten) als ausreichend stabil erwies. Eine empirische Eichkurve 
mit abnehmenden Extrakteiweifbkonzentrationen ergab bis zu 30' 
des urspriinglichen Proteingehalts herab befriedigende Proportionalitat 
zwischen Konzentration und Triibung. 

Wahrend bei den friiheren Untersuchungen infolge der geringen 
Enzymkonzentrationen Versuchszeiten von durchschnittlich 24 Stunden 
benétigt wurden, um deutliche Ausschlage zu erhalten, verlauft unter 
den hier gewahlten Versuchsbedingungen die Spaltung so rasch, 
daB bereits innerhalb der ersten 100 Minuten nach Versuchsbeginn 
meist tiber 50°, des Substrates zu Produkten abgebaut sind, die keine 
Triibungsreaktion mit Sulfosalicylsaure liefern. Es mu daher in einem 
Wasserthermostaten mit gut regulierter Temperatur gearbeitet und 
die Triibungsreagenzien miissen méglichst umgehend nach der Proben- 
entnahme zugegeben werden, um ein Fortschreiten des Prozesses zu ver- 
hindern. Bei sehr kurzen Spaltzeiten, wie sie z. B. bei der Ermittlung 


der Anfangs=paltgesch windigkeiten nétig sind, muB die Enzymwirkung 


durch EinflieBenlassen der Probe in eine abgemessene Menge schwache1 
Lauge momentan unterbrochen werden. 


1. Technik fiir die Ermittlung der optimalen py-Aktivitat. 

Zur Ermittlung der py-Aktivitaét wurde der Veronalacetat-Salzsdure- 
puffer nach Michaelis benutzt. Ein Vergleich mit gew6bnlichem Acetat 
puffer im Falle des Kalbsmilzkathepsins zeigte, dab das py-Optimum 
dieses Enzyms gegeniiber dem ExtrakteiweiB bei der gleichen Aziditat, 
nimlich bei pu 4, gelegen ist, mit anderen Worten, dab das Verona! 
hier keinen spezifischen Effekt besitzt, sondern lediglich Pufferwirkung 
ausiibt. 

In eine Reihe von MefSzylindern (Volumen 75 cem) werden 5 ccm 
einer m/7 Veronalnatrium-Natriumacetatlésung (9,714 g C,H,O, - Na -3H,O 
+ 14,714g Veronalnatrium in 500ccm Aqua dest.) sowie variierende 
Mengen n/10 Salzséure (0 bis 25ccm) zur Einstellung der gewiinschten 
Aziditaét pipettiert. Sodann wird mit Aqua dest. auf 46 ccm aufgefiillt 
Nach Vermischen werden mit der Pipette 10 ccm entnommen, je 4,5 cem 
in zwei Reagenzgliser gegeben, der restliche Kubikzentimeter wird ver- 
worfen. Zu den im Zylinder verbliebenen 36 cem werden 4 ccm der aus- 





den 
vere 
12,6 
pipe 
abn 
nac! 
an ¢ 
mit 
pro 
zu ¢ 
saul 
Tru 
reic 
Saul 
gew 
bel 
hez 
zwe 
der 
bef 


met 


kan 
Spa 
in 
hes’ 
spa 


ode 





NZ) me 


rentra- 
1eisten 
ePwels. 
nnung 
zsaure 
lengen 
nS 42) 
(etwa 
ikurve 
1 90° 
nalitat 


) 


ringen 
unden 
unter! 
rasch, 
eginn 
keine 
einem 
t und 
‘oben- 
u ver- 
‘thing 
rkung 


acher 


at. 

SAUTE - 
Petat 
imum 
ditat. 
ronal 


‘kung 


> cem 
sH,O 
rende 
chten 
fiillt. 
>cem 

ver- 
| #Uus- 


Autolytische Wirksamkeit der tierischen Gewebsproteinasen usw. 131 


probierten Extraktverdiinnung (meist 1: 3 oder 1: 4) gegeben, bei langeren 
Spaltzeiten (iiber 2 Stunden) als Antiseptikum etwas Toluol zugefiigt ; nun- 
mehr wird nach Verschlu8B mit einem Kautschukstopfen der Zylinder in 
den Wasserthermostaten bei 36° C eingehangt. 

Nach Verlauf von 45 oder 60 Minuten werden 10 ccm des Spaltansatzes 
entnommen, je 5ccem in zwei Reagenzgléser gegeben und anschlieBend zu 
den beiden Nullabnahmen von 4,5 ccm je 0,5 cem der benutzten Extrakt- 
verdiinnung gegeben. Sodann werden in alle vier Glaser je 10 ccm einer 
12.5% igen Salzsiure + 7 cem einer 20°, igen Sulfosalicylsiurelésung 
pipettiert, gemischt und die beiden Spaltabnahmen und die eine der Null- 
abnahmen gegen die andere Nullabnahme als Standard im Nephelometer 
nach Kleinmann verglichen. Falls der Gehalt der zu untersuchenden Lésung 
an Organeiwei8 zu niedrig sein sollte, um in der beschriebenen Anordnung 
mit HCl + Sulfosalicylséure eine gut me8bare Triibung zu liefern (unter | mg 
pro 5eem), so kann die Triibungsintensitét dadurch verstaérkt werden, dal 
zu den Proben von 5cem Volumen 11 ccm Wasser + 4 ccm Sulfosalicy! 
siurelésung gegeben werden. Die durch die Sulfosalicylséure allein erzeugte 
Triibung ist unter Voraussetzung der niedrigen Eiweifkonzentration aus 
reichend stabil und besser sichtbar als die mittels Salzsaure + Sulfosalicy|- 
siure erzeugte. Der EiweiBgehalt der Standardnullabnahme wird als 100‘ 
gewertet und die Abnahme der Konzentration in den Spaltabnahmen 
(berechnet nach dem Beerschen Gesetz) als fermentativer Substratabbau 
bezeichnet. Die Vornahme der nephelometrischen Bestimmung wid 
zweckmaéBigerweise innerhalb der ersten 10 Minuten nach der Erzeugung 
der Triibung durchgefiihrt. (In den zur Analyse entnommenen Proben 
befanden sich 1 bis 2 mg Eiwei.) 

Im iibrigen gelten die von Kleinmann fiir die Handhabung des Nephelo- 
meters ausgearbeiteten Richtlinien. 

Um die py-Aktivitaét nach kiirzerer und langerer Spaltzeit zu messen. 
kann entweder derart verfahren werden, daB z. B. eine Abnahme aus dem 
Spaltansatz nach 45 Minuten entnommen wird, worauf die Spaltung 
in diesen Proben unter Benutzung nur einer der beiden Nullabnahmen 
bestimmt wird, wahrend die andere Nullabnahme dazu dient, bei einer 
spiteren Spaltentnahme, nach z. B. 90 Minuten, als Standard zu fungieren. 
oder aber es werden den urspriinglichen 46 ccm Puffermischung anstatt 
l0cem 19,9 cem fiir vier Nullabnahmen zu je 4,5 ccra entnommen. Zu 
den restlichen 26,1 cem werden dann 2,9cem der Extraktverdiinnung 
gegeben und nach Verlauf der gewahliten Bestimmungsfristen immer je 
zwei Spaltabnahmen gegen zwei der Nullabnahmen analysiert. 

In dem nach Beendigung des Versuchs verbliebenen Spaltansatzrest 
wird die Wasserstoffionenkonzentration in iiblicher Weise elektrometrisch 
unter Benutzung der U-Elektrode mit stehender Wasserstoffhlase ermittelt 
(siehe Michaelis-Rona, Praktikum der physikalischen Chemie, 4. Aufl., 
1930, S. 192). ‘ 

2. Technik der Bestimmung des Einflusses verschiedener 

Zusaétze. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB verschiedener Zu- 
sitze, vornehmlich Schwermetalle, auf die Extraktautolyse meist im 
optimalen px-Gebiet des untersuchten Kathepsins (Pepsins oder 
Trypsins) studiert. Da bis auf den Fall der Tryptase die Optima im 
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sauren Gebiet lagen, wurde bei den Versuchen mit Zusatzstoffen dic 
gewinschte Aziditit mit Hilfe von m/15 Acetatpuffern hergestellt, um 
einen etwaigen Einflu8 des Veronalnatriums auszuschalten. 

Zu 30 ccm des optimalen Acetatpuffergemisches (bereitet durch V: 
mischen von m/15 Essigséure und m/15 Natriumacetatlésung in variierenden 
Verhaltnissen) wird bei jedem untersuchten Enzym die gleiche Meng: 
(meist 1 cem der 1°%,igen) Metallsalzlésung zugefiigt und sodann mit Aqua 
dest. auf 46 ccm Volumen aufgefiillt. Nach Vermischen werden 19,9 com 
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Abb. 10. 
Beispiel fiir die Reproduzierbarkeit eines Effektes auf die Extraktautolyse: Hemmung der 
Froschleberextraktautolyse durch Kupfer in einer Konzentration von 7- 10-2 mg Cu pro cem. 
Je vier Parallelversuche mit und ohne Kupferzusatz. 


fir vier Nullabnahmen a 4,5 cem entnommen und zu den restlichen 26,1 ccm 
2,9 cem der Extraktverdiinnung pipettiert. Weiter wurde dann wie unter |. 
beschrieben verfahren. War die Abnahme von Proben nach vier ver 
schiedenen Spaltzeiten erwiinscht, so wurde unter Verzicht auf die Be 
stimmungsparallelen immer je eine Spaltentnahme gegen eine der vier 
Nullabnahmen analysiert. 

Die aus ZweckmaBigkeitsgriinden eingehaltene Konzentration an den 
verschiedenen Zusétzen betrug fiir Kupfer 7-10-2 mg/cem des Spalt- 
gemisches (= 1 cem einer 1 % igen CuS O,-Lésung); fiir Zink 8 - 10—-* mg/ecm 
(= leem einer 1% igen ZnSO,-Lésung); fiir Quecksilber 14 - 10-* mg/ecm 
(= leem einer 1%igen HgCl,-Lésung); fiir Mangan 10,7 - 10—-* mg/eem 
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(= 1 cem einer m/10 MnS0O,-Lésung); fiir Eisen 7 - 10-2 mg/cem (| 1 cem 
einer 1 %igen FeS O,-Lésung); fiir Selen 25 - 10-* mg/cem (= 1 cem einer 
0.5% igen Na,SeO,-Lésung). Alle Angaben beziehen sich auf wasser- 
freie Salze. 

Die erhaltenen Hemmungen und Aktivierungen sind wegen der nicht 
durchweg gleichen Konzentrationen nicht alle untereinander vergleichbar. 
Doch sind die korrespondierenden Werte fiir die verschiedenen untersuchten 
Enzyme untereinander vergleichbar, da die einmal gewahlte Konzentration 
des Zusatzk6rpers bei allen Enzymen die gleiche war. 

Unter den Versuchsbedingungen (d.h. meist py 4) wurde durch die 
vewahlten Zusatzkonzentrationen weder eine Farbanderung noch eine 
Triibung der Spaltansétze bewirkt. 


Der nach Beendigung der Versuche unter Benutzung eines passenden 
Indikators (fiir py 4: Brom-Phenolblau) vorgenommene Vergleich der 
Spaltansétze ergab stets pa-Gleichheit der Ansaétze mit den und ohne die 
verschiedenen Zusétze, was ja infolge der guten Pufferung und der kleinen 
Konzentrationen der Zusatzstoffe auch zu erwarten war. Die gefundenen 
Effekte sind also nicht etwa auf pyu-Verschiebungen zuriickfiihrbar. Abb. 10 
gibt ein Beispiel fiir die Reproduzierbarkeit der Metalleffekte. 


3. Technik der kinetischen Versuche. 

Wenn die Spaltung tiber eine langere Zeit mittels mehr als vier 
Probeentnahmen verfolgt werden soll, so geniigt es, alle obigen Angaben 
fiir die Zusammensetzung der Spaltmischungen zu verdoppeln oder 
eventuell zu verdreifachen; worauf Bestimmungen des Abbaues des 
Substrats nach acht bzw. zwolf verschiedenen Zeiten ausgefiihrt werden 
kénnen. Soll jedoch die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion durch 
hiufige Spaltabnahmen in kurzen Zeitintervallen (5 Minuten) er- 
mittelt werden, so muB die Spaltung durch Einpipettieren der Proben 
in schwache Natronlauge (bei Spaltung bei py 4: n/20 NaOH) momentan 
unterbrochen werden. 


Soll z. B. die Spaltung innerhalb der ersten 35 Minuten nach Versuchs- 
beginn in Intervallen von je 5 Minuten verfolgt werden, so werden wie 
iiblich zwei Nullabnahmen a 4,5cem genommen. Sodann wird eine Reihe 
von Reagenzglisern vorbereitet, indem in jedes Glas je 5cem der n/20 
Natronlauge pipettiert werden. Auch zu den Nullabnahmen werden je 
5eem Lauge gegeben. Das Puffergemisch im Volumen von 36 ccm im 
Zylinder wird etwa 15 Minuten im Wasserthermostaten bei der Versuchs- 
temperatur (z. B. 36°C) vorgewarmt, worauf dann unter Markierung der Zeit 
4 cem der Extraktverdiinnung zugefiigt werden. Nach Ablauf von 5 Minuten 
werden aus der Mischung 5ccm entnommen und sogleich in eins der mit 
Lauge beschickten Glaser pipettiert. Dies wird nach weiteren fiinf Minuten 
und so fort wiederholt, bis sieben Proben entnommen worden sind. (In den 
im Zylinder verbliebenen restlichen 5ccm kann bequem px gemessen 
werden.) Sodann werden zu den beiden Nullabnahmen je 0,5ecm des 
Extrakts gegeben und in alle Glaser je 5cem einer 25°,igen Salzséure 
und weiter 7cem der 20°, igen Sulfosalicylsiure pipettiert. Imnerhalb 
der folgenden 10 Minuten werden die Triibungen der Spaltentnahmen im 
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Nephelometer gegen die eine Nullabnahme als Standard gemessen, wobei 
die zweite Nullabnahme als Kontrolle des Standards dient. 

Werden mehrere derartiger kinetischer Versuche, z. B. mit variierenden 
Metallmengen, gieichzeitig angestellt, so muS darauf geachtet werden, 
daB die Abnahme der einzelnen Proben exakt in gleichen Zeitintervallen 
nacheinander erfolgt, da sonst in Anbetracht der kurzen Versuchsinterva|| 
relativ groBe Fehler entstehen kénnen. 


C. Auswertung der Versuchsergebnisse. 

Bei der Konstruktion der Aktivitdts-py-Kurven wird folgender- 
maBen verfahren: 

Als Abszisse werden die elektrometrisch gemessenen pxy-Werte, als 
Ordinate die berechneten Werte der Substratspaltung in Prozenten 
aufgetragen. Die Spaltung in Prozenten wird erhalten, indem die nac} 
der betreffenden Versuchszeit nephelometrisch ermittelte Substrat 
konzentration von 100 subtrahiert wird. 


Bei der Berechnung der gefundenen Hemmungs- und Aktivierungs- 
effekte zugesetzter Substanzen (siehe Tabelle II) wird derart vor- 
gegangen, daB die durch die unbeeinfluBte Protease bewirkte Substrat- 
spaltung gleich 100°, Aktivitaét gesetzt wird. Nunmehr wird die in 
entsprechenden Intervallen nach Zusatz eines Salzes gefundene héher 
bzw. geringere Substratspaltung gegen die Spaltung des unbeeinfluBten 
Enzymsubstratgemisches im gleichen Zeitpunkt verglichen und dis 
Aktivitat des derart beeinfluBten Enzyms in Prozenten der Aktivitat 
des ungehemmten Enzyms ausgedriickt. 

Wird beispielsweise gefunden, daB die in gleichen Zeitintervallen 
bestimmten Abbauwerte fiir einen Extrakt nach Zugabe von Eisensalz 
durchschnittlich doppelt so groB wie die korrespondierenden Werte 
des unbeeinfluBten Enzyms sind, so wird unter Gleichsetzung der 
Aktivitat mit dem in der Zeit erzielten Umsatz die Aktivitat des be- 
treffenden Enzyms unter Eisenzusatz zu 200°, angegeben. 

Die Auswertung der kinetischen Versuche erfolgt unter Zuhilfe 
nahme der bekannten Beziehungen zwischen Zeit und Umsatz, wobei 
der Nachteil mit in Kauf genommen werden mu, daB die Natur des 
Untersuchungsobjektes es nicht zuliBt, das Verhaltnis der Substrat 
zu der Fermentmenge zu variieren. 


D. Typische Versuchsprotokolle. 


Auf eine Wiedergabe der gesamten, in den Tabellen aufgefiihrten 
Versuche in Protokollform mu8 naturgemaB verzichtet werden. Nu 
einige wenige Protokolle seien zur Veranschaulichung der gewahlten 
Anordnungen angefiihrt: 
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Beispiel Nr. l. 
Ermittlung der Aktivitats-py-Kurve der Kalbsmilzextraktspaltung (Vers. 33). 


Anordnung: In acht MeBzylinder (Volumen 50 ccm) werden je 5 cem 
ler m/7 Veronal-Acetatmischung sowie die unten angegebenen Mengen 
n 10 HCl pipettiert. Auffiillen mit Aqua dest. auf 46 cem Volumen, Ent- 
nahme von 10 cem fiir zwei Nullabnahmen 4 4,5cem. Zu den restlichen 
36cem werden 4ccem des mit Aqua dest. auf das Dreifache verdiinnten 
Kalbsmilzextrakts A pipettiert und die Zylinder in den Wasserthermostaten 
von 36°C eingehingt. Die Extraktverdiinnung, die spater zu den Null- 
abnahmen gegeben werden mu, wird inzwischen im Kiihlschrank auf- 
bewahrt. Nach Ablauf von 120 Minuten werden jedem der Spaltansatze 
10 cem entnommen, zweimal je 5 ccm davon in ein Reagenzglas pipettiert. 
Zu den Nullabnahmen werden je 0,5 cem der Extraktverdiinnung gegeben 
und nunmehr zu allen Glasern je 10 cem 12,5°,iger HCl + 7 cem 20°, iger 
Sulfosalicylsiurelésung pipettiert. Messung nach 3 Minuten im Aleinmann- 
schen Nephelometer (Schmidt und Haensch, Berlin). 


Ergebnis: 





Spaltung nach 


Ansatz-Nr eemn/10 HCl PH 120 Min 
1 19 2,72 20 
2 15,4 3.95 o2 
3 12,4 4,66 30,6 
4 9,0 5,41 5 
5 7,1 6,76 0 
6 6.0 7,09 0 
7 2.6 7,82 0 
8 10 cem n/100 NaOH 9.52 0 


Das optimale py ist demnach 4. 


Beispiel Nr. 2. 
Aktivitats-pg-Kurve der Karpfenleberextraktspaltung (Versuch 51). 
Anordnung: Die gleiche wie in Beispiel Nr. 1, nur un Stelle des Kalbs- 
milzextrakts wurde der dreifach verdiinnte Karpfenleberextrakt ‘1 benutzt. 
Vornahme der Spaltung bei 43°. 





Spaltung nach 
cem Saure 


Ansatz-Nr. oder Lauge Pu 15 Min. 45 Min 
1 20 2.05 4 14.9 
2 15.4 2,57 20 28,6 
3 12.4 4.08 31 ww 
4 9 *cem n 10 HCl 4.85 24,3 35,5 
5 7 5,65 26.8 38.5 
6 4 7,41 31 48.4 
7 0 8.55 41,2 55.1 
S 10 9.09 47.4 56.2 

; . 918 46.7 55.9 
0 4 | com n/100 NaOH a3 53.5 61,1 
11 30 10,69 46,7 44,1 


12 leem n NaOH 11,7 5 18.4 
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Die Karpfenleberextraktautolyse weist demnach zwei ausgepriigt: 
Optima auf, eines im schwach sauren Gebiet bei px 4 (Kathepsin) und 
eines im alkalischen Gebiet bei px 10, das dem von den Pankreasinse|; 
sezernierten Trypsin zukommen diirfte. 


Beisp 


iel Nr. 3. 


Effekt von Kupfer-, Zink-, Quecksilber-, Ferro-, Mangan- und Selenitione: 
auf die Hiihnerleberextraktspaltung (Versuch 26). 


Anordnung: 
eines m/15 Acetatpuffers 4/1 (py 4,1) gegeben. 


In sieben Me8zyl 


inder (50 cem Inhalt) wurden 15 cen 
Sodann wurden bis auf 


Zylinder Nr. 1 die unten aufgefiihrten Salzlésungen zugefiigt und mit 
Aqua dest. auf 46ccm aufgefiillt. 


abnahmen a 4,5 ccm. 


Zu den restl 


Entnommen 19,9 cem fiir vier Null 
ichen 26,1 cem wurden je 2,9 ccm des 


dreifach verdiinnten Hiihnerleberextrakts I pipettiert. Analyse im Nephelo 


meter wie gewohnlich. 


Das pu der Ansaitze wurde nach Beendigung des 


Versuchs mittels Vergleich mit Brom-Phenolblau als gleich befunden. 





Ansatz-Nr. 


Zusatz 


Spaltung nach 


180 Mir 


60 Min. 120 Min. 

lo "lo "lo 
1 Kein Zusatz 24,3 36,3 41,4 
2 leem CuS0,-Lésung, 1%ig 6,6 17,4 18,4 
$8 1, 2a80- , 1%ig 23 35,7 39,4 
4 1, HgCl,- " 1%ig 7,9 8,3 i) 
5 1 > MnSO, »* mil0 31 45,2 52,4 
6 1, FeS0O,- “ 1%ig 30,6 42 46.7 
7 4 , Na,SeQ;- , 0,5%ig 4,8 13 13 
Ergebnis. Wenn die Aktivitat der unbeeinfluBten Protease gleic!, 


100°, gesetzt wird, so betrug sie unter dem EinfluB von 


“1 


-10-%?mg Cu” pro Kubikzentimeter . 36%, 

Me? 68a aw 100% 

- 10-2 a si ia ear aS 

0 5 Te. + 127% 

Mw . Fe wn 118% 

10--* Se 28% 
Beispiel Nr. 4. 


Untersuchung der Kinetik des Anfangsbereiches der Spaltung des Kalb-- 
milzextrakts unter dem Einflu8 von Eisen- und Quecksilberionen 
(Versuch 79). 


Anordnung: In drei MeBzylinder (Volumen 50 ccm) wurden je 35 cc1 
m/15 Acetatpuffer 4/1 (px 4,1) sowie die betreffenden Salzlésungen gegebe: 
und dann mit Aqua dest. auf 46 cem aufgefiillt. Entnahme von 10 cem fii 
zwei Nullabnahmen zu je 4,5 ccm. 
Vorwarmen im Thermostaten bei 36°C je 4ccem des dreifach verdiinnte: 


Kalbsmilzextrakts A pipettiert. 





Fiir jeden Zvlinder werden sechs Reagenz 


Zu den restlichen 36 cem werden nac)i 











gla 
we 


all 


(An: 


SI} 


du 


pI 
al 


he 


q! 





pragte 


n) und 
sinse}) 


itionen 


15 cen 
iS auf 
d mit 

Null 
m des 
‘phelo 
ng des 





Min 


iu 


4 
4 
4 
4 

7 


gleich 


calbs- 


> cen 
rebe! 
n fiir 


nach) 
inte: 
yen - 








Autolytische Wirksamkeit der tierischen Gewebsproteinasen usw. 137 


glaser mit je 5ccm n/20 NaOH vorbereitet. Auch zu den Nullabnahmen 
werden je 5cem Lauge gegeben. Abnahmen in Intervallen von 5 Minuten, 
alle Proben werden gemeinsam nephelometriert. 





Spaltung nach 





— Zusatz 5 Min. 10 Min. 15 Min. | 20 Min. | 25 Min. 30 Min. 
0 0 0 0 %lo 0 0 0 0 0 0 
Kein Zusatz 4,8 9,1 13 16 21,6 26,5 
2 leem HgCl,-Lésung, 1%ig |) 4,8 5,7 6,6 8,2 | 11,2 | 188 
3 1. FeSQ- , 1%ig| 7,9 |18 184 273 | 318 | 3838 


Ergebnis. Die graphische Darstellung (Abb. 8) zeigt, daB die drei 
Spaltkurven im untersuchten Gebiet innerhalb der experimentellen 
Fehlergrenzen linear verlaufen. Aktivierung durch Eisen, Hemmung 
durch Quecksilber. 


IV. Zusammenfassung. 


1. Die erste Stufe des Abbaus geléster Organproteine durch die 
in den gleichen Extrakten enthaltenen tierischen Gewebsproteinasen 
wurde auf nephelometrischem Wege studiert. Es wird ausfiihrlich eine 
Methode beschrieben, die es gestattet, diese autolytische Reaktion in 
gleich kurzen Zeitraumen (30 bis 180 Minuten) und ebenso exakt messend 
zu verfolgen, wie dies bisher nur bei peptischen und tryptischen Spaltungen 
méglich war. 

2. Bis auf einige Sonderfalle, die durch die Anwesenheit sezernierter 
Proteasen des Verdauungstraktes erklart werden konnten, wurde in 
den untersuchten Organausziigen (aus Niere, Milz, Leber) jeweils nur 
eine einzige echte Proteinase (Kathepsin) gefunden, die das Eigeneiweib 
optimal zwischen px 3,2 und 4,5 angreift. 

3. Der Effekt von Cu’-, Hg”-, Zn”-, Fe™-, Mn’’- und SeO3-Ionen 
auf die beim optimalen px ablaufende autolytische Reaktion wurde 
untersucht und dabei ein verschiedenartiges Verhalten der Gewebs- 
proteinasen beobachtet. Allgemein wirkte Eisen- und Manganzusatz 
aktivierend, Quecksilber, Kupfer und Selenit hemmend, Zink manchmal 
hemmend, manchmal aktivierend. Im Speziellen finden sich bei den 
Fermenten der verschiedenen Organe und verschiedenen Spezies 
quantitative und reproduzierbare: Differenzen im Verhalten gegen die 
genannten Zusitze. Eine einheitliche Deutung der Metalleinfliisse 
wird besonders durch den Umstand erschwert, daB dieselben sich 
durchaus nicht immer im Sinne einer Hemmung, sondern in vielen 
Fallen auch in einer Aktivierung geltend machen. Die Unterschiede 
zwischen den Kathepsinen der untersuchten Spezies sind meist gréBer 
als diejenigen zwischen den Kathepsinen der verschiedenen Organe der 
gleichen Tierart. 
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4. Der Verlauf der Spaltung ist auf einer merklichen Strecke. 


linear von der Zeit abhangig. Spater flacht die Spaltkurve ab, und di 
Umsatz nahert sich einem asymptotischen Grenzwert, bevor das vor 
handene Substrat aufgespalten ist. Die Héhe dieses Endwertes liegt 
bei Gegenwart hemmender Stoffe niedriger, und bei Zusatz fordernde: 
Stoffe héher als im Kontrollversuch. 

5. Kine Anzahl der gewonnenen Organausziige zeigte gegen Milc} 
Labwirkung. 


Herrn Professor Dr. Michaelis sei auch an dieser Stelle aufs beste fii: 
seine vielfachen Ratschlage und fiir die Zurverfiigungstellung eines Arbeits 
platzes gedankt. Herrn Geheimrat Dr. C. Duisberg danke ich bestens fii: 
die Erméglichung der Untersuchung durch Gewahrung eines Auslands 
stipendiums. 
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Der Acetat-Veronal-Puffer. 


Von 


L. Michaelis. 
(Aus dem Rockejfeller-Institut fiir medizinische Forschung, New York.) 


(Eingegangen am 11. Marz 1931.) 


In der vorangehenden Arbeit von Aurt G. Stern wurde von einem 
zusammengesetzten Puffer Anwendung gemacht, der ein weites px- 
Bereich zu umspannen gestattet, von px 2 bis 10, und leicht so ein- 
gerichtet werden kann, daB die ,,lonenstarke (ionic strength von 
G. N. Lewis) oder die ,,ionale Konzentration’ (N. Bjerrum) konstant 
gehalten werden kann. Er hat auBerdem den Vorteil, daB er nur ein- 
wertige Ionen enthalt und daB er selbst im alkalischen Gebiet keine 
Faillung des Calciums erzeugt. Er ist eine Mischung von Acetat und 
dem kiirzlich in die Puffertechnik eingefiihrten Veronal!. 

Veronal ist bisher die einzige bekannte einwertige Saure? von 
einer Dissoziationskonstante in der Gegend von 107°, welche eine 
geniigende Léslichkeit hat, um als Puffergrundsubstanz benutzt zu 
werden. Mit Mischungen von Veronal und seinem Natriumsalz umspannt 
man daher das py-Bereich, welches bisher allein von dem Sérensenschen 
Boratpuffer bedeckt wird. Dieser Boratpuffer hat schon manche 
verwirrende Resultate hervorgerufen, weil Borsiure die unangenehme 
Kigenschaft hat, mit allen méglichen organischen Substanzen, welche 
OH-Gruppen enthalten, komplexe Verbindungen zu geben. Das 
pu- Bereich des Veronals iiberschneidet sich noch etwas mit dem Phosphat- 
puffer, so daB jetzt die Méglichkeit geschaffen ist, das physiologisch 
wichtige pu 7,3 oder 7,4 auBer mit Phosphatpuffer auch mit Veronal 
zu erzeugen. Giinstig ist ferner, daB es nach einem friiher beschriebenen 


1 LL. Michaelis, Journ. of biol. Chem. S87, 33, 1930. 

2 Wenn Veronal iiberhaupt imstande sein sollte, auch als zweiwertige 
Saure zu fungieren, so ist ihre zweite D’ssoziationskonstante jedenfalls so 
klein, daB sie hier vernachlassigt werden kann. 
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Prinzip! leicht méglich ist, eine Veronalpufferreihe mit konstantem 
Salzgehalt (oder konstanter Ionenstarke im Sinne von G. N. Lewis 
herzustellen, wahrend dies fiir den Phosphatpuffer? viel schwerer un 
nicht ganz einwandfrei méglich ist. 

Wenn man eine Stammlésung von Natriumacetat + Natrium 
veronal mit steigenden Mengen HCl versetzt, so kann man ein py 
Bereich von 2 bis mindestens 9 umspannen, also das ganze Bereic!} 
welches bei Fermentstudien in der Regel von Interesse ist, ohne dat} 
man gezwungen ist, mit dem px gleichzeitig die Art der puffernden 
Grundsubstanzen sprunghaft zu andern oder die lonenstarke 2. 
variieren, oder irgendein zweiwertiges lon in dem Puffer zu verwende: 

Dieses Prinzip kann auf verschiedene Weise durchgefiihrt werde: 
Es soll hier eine Vorschrift gegeben werden, bei welcher die Ionenstarke 
durch passenden Zusatz von NaCl stets gleich einer fiir Blut isotoni 
schen Salzlésung gehalten wird. Die Stammlésung ist eine Lésung 
1, mol. sowohl in bezug auf Natriumacetat wie auf Veronal-Natrium 
9,714 g Natriumacetat, 3H,O und 14,714 g Veronal-Natrium werden 
in CQ,-freiem Wasser zu einem Volumen von 500 ccm gelést. Von 
dieser Stammlésung werden je 5 ccm mit 2 cem 8,5°%,iger Na Cl-Lésung 
mit acem n/10 HCl und (18 —a)cem H,O versetzt. Die folgende 
Tabelle gibt die Beziehung von a und px auf Grund elektrometrische: 
Bestimmung mit der H,-Elektrode bei 25.0° C. 





Pu 


a 
x 


9,64) 
9,16 
8,90 
8,68 
8.55 
8,18 
7.90 
7,66 
7,42 
7,25 
6,99 
6,75 


mm OSS OOO 
Co CO Se CO 1 LO 
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Durch Anwendung eines weiteren Uberschusses an HCl kann mar 
in das Wirkungsoptimum des Pepsins und dariiber hinaus gelangen 
Dann wird das px nur noch durch die iiberschiissige Salzsiure bestimmt 

Die Intervalle in der Tabelle sind entsprechend dem Wechsel in 
der Neigung der Kurve so gewahit, daB zwischen den angegebene: 
Intervallen eine lineare Interpolation erlaubt ist. 


1 L. Michaelis u. P. Rona, diese Zeitschr. 27, 38, 1910. 
2 E.J.Cohn, Journ. Amer. Chem. Soc. 49, 173, 1927. 
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Natiirlich muB, wie auch sonst stets, verlangt werden, daB das px 
in einer Versuchsmischung, zu welcher dieser Puffer zugesetzt wird, 
in jedem Falle besonders gemessen wird, da die Verschiebung des px 
durch die zu untersuchenden Materialien nicht allgemein vorausgesagt 
werden kann. 

Nicht in allen Fallen wird die Aufrechterhaltung der Isotonie und 
Konstanthaltung der lonenstarke in exakter Weise erforderlich sein. 
In diesem Falle kann man die NaCl-Lésung fortlassen oder durch H,O 
ersetzen, ohne eine wesentliche Verschiebung des px befiirchten zu 
miissen. In dieser Weise wurde in der vorangehenden Arbeit verfahren. 

Zweifellos wird es Falle geben, besonders bei Arbeiten mit lebendem 
Material, wo die narkotische Wirkung des Veronals die Anwendung des 
Puffers einschrankt, jedoch glaube man nicht, daB z. B. der Phosphat- 


puffer in dieser Beziehung ganz indifferent ist, wenn er nicht bis fast an 


die Grenze seiner Leistungsfahigkeit als Puffer verdiinnt wird. Kritische 
Kontrollversuche miissen bei diesem wie bei jedem anderen Puffer 
vorausgeschickt werden. 
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auf den Gesamtzustand des tierischen Organismus. 


Von aa 


Emil Abderhalden. z 
Aus dem Phvsiologischen Institut der Universitat Halle a.d.S le 
(Eingegangen am 16. Marz 19231.) 
ell 
Mit 2 Abbildungen im Text Fr 
In einer Zeit, in der durch Zusammenstellung von Nanrungs ve 
gemischen bestimmter Art in immer feinerer Weise das eine oder ander In 
Vitamin ausgeschlossen wird, wahrend die iibrigen zugegen sind. mag py 
es fast seltsam erscheinen, da% noch langfristige Versuche mit Nahrungs- Ne 
mitteln durchgefiihrt werden, bei denen eine v6llige AusschlieBung " 
des einen oder anderen Erganzungsstoffes nur vereinzelt gewahrleistet — 
ist. Dazu kommt noch, daB bei einseitiger Ernahrung mit bestimmte: ve 
Nahrungsmitteln neben dem EinfluB von Vitaminen bzw. dem Ausfa! " 
von solchen noch andere Momente eine wesentliche Rolle spielen konne: - 
‘ So ist z. B. die biologische Wertigkeit der in jenen verabreichten Eiweil ye 
stoffe verschieden, ferner kann der Gehalt an Mineralstoffen ungenugend U 
sein, oder aber es ist das Mengenverhaltnis an den einzelnen davon ei! = 
fiir die Ernahrung ungiinstiges usw. Trotz alledem dirften, namentlic! = 
von praktischen Gesichtspunkten aus betrachtet, uber moglichst lang: Be 
Zeiten ausgedehnte Versuche mit bestimmten Nahrungsmitteln ihre Ma 
besondere Bedeutung beibehalten. Bei Untersuchungen mit kinstlic} 
zusammengesetzten Nahrungsgemischen, bei denen das eine ode! di 
andere Vitamin fehlt, ist der Versuch in der Regel ein .akuter’, d.h 2 
es treten innerhalb von mehr oder weniger kurzer Zeit charakteristische = 
Stérungen auf. Bei Verabreichung von Nahrungsmitteln bestimmte AI 
Art handelt es sich in der Regel um langfristige Versuche. Es kann _ 
sich ein Mindergehalt an einem Vitamin durch lange Zeit hindurc! ms 
nicht bemerkbar machen, bis dann schlieBlich nach Jahr und Tag = 
Stérungen bestimmter Art in Erscheinung treten. Die an Tieren bei yak 
langfristiger Ernahrung mit bestimmten Nahrungsmitteln erzielten In 
Ergebnisse lassen sich dadurch erginzen, daB man nach erhobener - 


Feststellung einer Unterwertigkeit derselben in Hinsicht auf das eine 





oder andere Vitamin priift, welche Mengen von dem einzelnen Nahrungs- 
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mittel erforderlich sind, um die in Frage kommende Avitaminose zu 
verhindern bzw. bereits ausgebrochene Erscheinungen zu bekimpfen. 
In der Regel sind zur Vermeidung des Ausbruchs von Stérungen ge- 
ringere Mengen von vitaminhaltigem Material notwendig als zur Be- 
seitigung bereits eingetretener Storungen. Es ist dies verstandlich, 
veil der Organismus im letzteren Falle Vorrite an Vitaminen ein- 
vebiuBt hat und auBerdem Stoffwechselstérungen vorliegen. die méglicher- 
weise die Wirkung der Vitamine bzw. vielleicht ihre Umwandlung in 
das wirksame Prinzip hemmen. Wird einer an einem bestimmten 
Vitamin armen oder freien Nahrung von vornherein das fehlende 
Vitamin beigefiigt, dann wirkt es sich in einem Organismus aus, in 
dem sich noch keine St6érungen entwickelt haben. 

Die Versuche, ber die im folgenden berichtet wird, umfassen 
einen Zeitraum von insgesamt 15 Jahren. Es waren die folgenden 
Fragestellungen, die uns beschaftigten: 1. Wie verhalten sich Tiere, 
hei denen Mangel an einem bestimmten Vitamin vorhanden ist, gegeniiber 
Infektionen. 2. Welchen EinfluB hat Vitaminmangel auf die Fort- 
pllanzungsfahigkeit. 3. Wie wirkt sich die Erndhrung mit bestimmten 
Nahrungsmitteln auf die Lebensdauer und das gesamte Verhalten bestimmter 
Tiere aus. Geprift wurden: Kuh- und Ziegenmilch, WeizenweiB- und 
-schwarzbrot, Roggenschwarzbrot, Kartoffeln, Fleisch baw. Leber. Als 
Versuchstiere wahlten wir Mduse, Ratten und Tauben. Die mit den 
beiden ersteren Tierarten erhaltenen Ergebnisse decken sich im wesent- 
lichen. Wir beschrainkten uns deshalb auf die Mitteilung von Ver- 
suchen an Ratten. Die Zahl der an diesen Tieren durchgefiihrten 
Untersuchungen tiberwog diejenigen an Mausen bei weitem. Ratten 
sind widerstandsfaihiger als Mause und auch in Hinsicht auf die Futter 
aufnahme geeigneter als die letzteren. Ganz kurz sind noch einige 
Beobachtungen angefiigt, die an Meerschweinchen erhoben sind, die 
an Skorbut litten. 

Auf kaum einem anderen Forschungsgebiet macht sich so stark 
die Unmdéglichkeit bemerkbar, erhaltene Versuchsergebnisse von einer 
Seite aus vollkommen auszuwerten, wie gerade hier. Es erfiillt uns 
mit Bewunderung, in welchem Ausmabe namentlich in England, 
Amerika und Kanada Forscher mit besonderen Kenntnissen und Er- 
fahrungen, namentlich auch in methodischer Hinsicht, sich zusammen- 
finden, um ein gestelltes Problem nach allen méglichen Richtungen 
hin einer Beantwortung zuzufiihren. Zur Beantwortung der oben 
erwahnten ersten Fragestellung wire die unmittelbare Mitarbeit eines 
Instituts erforderlich gewesen, in dem die Méglichkeit bestanden hitte, 
die Versuche iiber die Anfalligkeit von an Avitaminosen leidenden 
Tieren durch Anwendung bestimmter Infektionserreger und bakteriolo- 
gische Verfolgung des Verlaufs der Krankheiten zu vervollkommnen ; 
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ferner wire es von hohem Interesse gewesen, die Abwehrreaktionen 
von normal ernahrten Tieren und von solchen, bei denen ein bestimmtes 
Vitamin in der Nahrung fehlte, zu verfolgen. Endlich ware es von 
wesentlichster Bedeutung gewesen, alle im Versuch befindlichen Tiere 
einer genauen morphologischen Untersuchung zu unterwerfen. Ge 
schwiilste wurden z. B. nur dann erkannt, wenn sie ohne weiteres 
makroskopisch feststellbar waren. Es ist woh] méglich, daB bei mikro 
skopischer Durchpriifung der in Frage kommenden Gewebe noch mehr 
Veranderungen hatten festgestellt werden kénnen. Es zeigten sich 
ferner mancherlei Veraénderungen an Hormondriisen. Um zu einem 
klareren Urteil tiber die Bedeutung von VergréBerungen oder Ver 
kleinerungen von Inkretionsorganen zu kommen, ist eine sehr grobe 
Erfahrung erforderlich. Man findet auch bei normal ernahrten Tieren 
Unterschiede in der GréBe und dem Aussehen der erwaihnten Organe., 
und zwar oft ganz erheblicher Natur. Es ware sehr zu wiinschen, wenn 
jede einzelne Avitaminose bei verschiedenen ‘Tierarten ebenso sorgsam 
nach allen Richtungen hin durchforscht wiirde, wie es beim Studium 
bestimmter Krankheiten der Fall ist. Es kénnten dann Befunde sekun- 
dairer Art von solchen getrennt werden, die nicht unmittelbar mit dem 
Mangel an einem bestimmten Vitamin zusammenhangen. 

Es sei schlieBlich noch ganz kurz einer Reihe von Versuchen an 
Hunden gedacht, die ausschlieBlich mit rohem, mit Wasser blutfrei 
gewaschenem Fleisch bzw. entsprechend zubereiteter Leber ernahrt 
wurden. Es handelte sich dabei stets um junge Tiere ein und desselben 
Wurfes. Wiederholt wurde mangelhafte Knochenbildung beobachtet 
Von besonderem Interesse ist, daB wiederholt bei gut ausgebildetem 
Knochensystem in ganz kurzer Zeit weitgehende Entkalkung auftrat 
Auch bei erwachsenen Tieren wurde vereinzelt eine Verarmung des 
Knochensystems an Kalk beobachtet. Die Knochen wurden briichig 
Worauf es beruhte, daB unter mehreren, unter genau den gleichen Be- 
dingungen gehaltenen Tieren bei der gréBeren Zahl keine besonderen 
Erscheinungen feststellbar waren, wahrend bei einzelnen schwerste 
Stérungen auftraten, war nicht feststellbar!. 


‘ Experimenteller Teil. 
I. Versuche iiber die Anfilligkeit von Tieren, die an Vitaminmangel leiden. 
Schon Eykman?® klagt bei der Schilderung seiner Versuche, die e 
zum Studium der Ursache der Vogelberiberi durchfiihrte, tiber durch 


1 Vgl. hierzu die Beobachtungen von M. Kochmann, diese Zeitschr. 31. 
361, 1911 und M. Kochmann u. Petzsch, ebendaselbst 32, 10, 1911. 

2 Eykman, Geneesk. tijdschr. Nederl. Indie 36, 225, 1886; vgl. auch 
G. Grijns, Fortschr. d. Naturw. (N.F.) Heft 1. Berlin-Wien, Urban & 


Schwarzenberg, 1927. 
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Infektionen verursachte groBe Tierverluste. In der Folge sind wohl 
yon allen Forschern, die an einem gréBeren Tiermaterial Versuche tiber 
\vitaminosen durchgefiihrt haben, entsprechende Beobachtungen 
gemacht worden. Es wird vor allen Dingen berichtet, daB bei Mangel 
an Vitamin A und dem Vitamin B-Komplex eine groBe Anfalligkeit 
gegentiber Infektionen herrscht. Systematische Untersuchungen sind 
jedoch meines Wissens nicht durchgefiihrt worden. Wir haben im Laufe 
der Zeit mehrfach, Versuche der folgenden Art angestellt. Es wurden 
Tiere méglichst des gleichen Alters in drei verschiedenen Zustanden 
gleichzeitig Infektionen ausgesetzt. Wir gingen dabei so vor, dab 
normal ernihrte Tiere mit solchen zusammengebracht wurden, die 
an Erscheinungen des Vitaminmangels litten. Die dritte Gruppe 
bildeten solche, bei denen die Erscheinungen einer bestimmten Avitami- 
nose durch Zufuhr des in Betracht kommenden Vitamins beseitigt 
worden waren. Endlich teilten wir die erkrankten Tiere in zwei Gruppen: 
der einen verabreichten wir vitaminhaltiges Material, die andere blieb 
ohne diesen Zusatz. 


1. Versuche mit Tauben. 


Aus der groBen Zahl der ausgefiihrten Versuche, die zum gréBten 
Teil mehrere Jahre zuriickliegen, sei ein Beispiel angefiihrt!. Zwdlf 
Tauben erhielten ausschlieBlich geschliffenen Reis als Nahrung. Das 
erste Tier erkrankte nach 22 Tagen unter Krampferscheinungen. 
Weitere sechs Tiere zeigten zu dieser Zeit herabgesetzte Korper- 
temperatur. Am 24. Tage traten bei diesen sechs Tieren Krampf- 
erscheinungen auf; am tibernichsten Tage kamen drei weitere dazu. 
Samtliche erkrankten Tiere erhielten 0,2 g Hefe. Sie erholten sich 
alle rasch. Die Krampftauben wurden, sobald sie Hefe erhielten, von 
den iibrigen Tieren getrennt, damit nicht die nicht in Behandlung 


stehenden die Méglichkeit hatten, durch Aufpicken von Kloakeninhalt 


der ,,Hefetiere“ sich Vitamin B zuzufiihren. Zum Infektionsversuch 
verwandten wir an Gefliigeldiphterie leidende Tauben?, und zwar 
brachten wir in den Kafig, in dem erkrankte Tiere vorhanden waren, 
die erwahnten zehn mit Hefe behandelten ,,.Krampftauben 
zwolf Tauben, die seit 14 Tagen ausschlieSlich Reis erhalten hatten, 


oe 


und ferner 


jedoch noch keine Symptome der B-Avitaminose zeigten. Dazu setzten 
wir zw6lf normal ernahrte Tauben. Innerhalb von 8 Tagen erkrankten 


1 Gesamtzahl der beobachteten Tiere 278. 

2 Es traten immer wieder Epidemien dieser Erkrankung bei den Reis- 
tauben auf. Sie konnten nur so bekampft werden, da alle erkrankten 
Tiere ausgeschaltet wurden und der ganze Versuchsraum nebst den Kafigen 
griindlich desinfiziert wurde. Befand sich unter den Reistauben ein er- 
kranktes Tier, dann breitete sich die Erkrankung unter den Reistauben 
sehr rasch aus. 
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von den ersteren 65°,, von den letzteren keine und von den mit Hef, 
behandelten Reistauben 30°,. 

In zahlreichen, in gleicher Weise durchgefiihrten Versuchen ware: 
die Morbiditatsverhaltnisse ahnlich. Normal ernihrte Tiere erkrankte: 
selten. Ferner lagen die Erkrankungsziffern bei den Reistauben hohe: 
als bei denjenigen ‘lieren, die zwar auch polierten Reis erhalten hatten 
jedoch mit Hefe oder Kleie oder mit Ausziigen aus diesen Materialie 
behandelt worden waren. Bemerkenswert ist, daB bei jenen Tauben 
bei denen mit einem alkoholischen Auszug aus Hefe oder Kleie de: 
Krampfzustand bekampft worden war, die Zahl der Erkrankungsfal\ 
héher war als bei den Tieren, bei denen Hefe oder Kleie zur Anwendung 
kam. Hervorgehoben sei noch, daB in der Regel die Ubertragungs. 
versuche von Infektionen an behandelten Reistauben vorgenomme: 
wurden, nachdem diese etwa 8 Tage lang vitaminhaltiges Materia 
erhalten hatten. 

Wurden erkrankte Reistauben mit Hefe oder Kleie behandelt 
dann gliickte es in etwa 30°, der Faille, die Tiere am Leben zu erhalten 
wahrend diejenigen Tiere, bei denen keine B-Vitaminzufuhr erfolgte 
rasch zugrunde gingen. 

Es ware von grobem Interesse, wenn gleich angelegte Versuch: 
in systematischer Weise mit verschiedenen Infektionserregern durch. 
gefiihrt werden kénnten. In einem physiologischen Institut lassen 
sich solche Forschungen nur schwer in vollkommener Weise zur Durch 
fiihrung bringen. Es ist unbedingt notwendig, bakteriologische Unter- 
suchungen vorzunehmen, die Virulenz der angewandten Infektions 
erreger usw. zu bestimmen. Ferner ist es erforderlich, die Ubertragung 
von Krankheitserregern so zu leiten, daB alle Zufalligkeiten in Wegfall 
kommen. 

‘2. Versuche mit Ratten. 

Wie schon 1919* an Hand eines sehr groBen Tiermaterials mit- 
geteilt worden ist, gelingt es, namentlich bei Verwendung jiingerer 
Tiere, bei Verabreichung von Casein, Starke, Rohrzucker und Palmin 
nebst einem Mineralstoffgemisch auBer den Erscheinungen det 
A-Avitaminose auch diejenigen der B-Avitaminose hervorzurufen 
Es traten auch bei diesen Versuchen groBe Verluste an Tieren ein, und 
zwar erkrankten sie zumeist an einer auBerordentlich schweren Form 
von Pneumonie. Auch erwachsene Ratten zeigten oft schon nach 
10- bis l4taégiger Zufuhr einer Vitamin B entbehrenden Nahrung 
vereiterte Lungen, nicht so selten kombiniert mit einem hamorrhagischen 
Exsudat. Wurden erkrankte Tiere mit solchen zusammengebracht, 
die normal ernahrt wurden, und solchen, die eine Vitamin B ent 


* E. Abderhalden, Pfliigers Arch. 175, 187, 1919. 
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behrende Nahrung erhielten, dann erkrankte von den letzteren ein 
sehr hoher Prozentsatz (bis zu 80°,), wahrend von den normal ernahrten 
nur selten ein Tier infiziert wurde. Es war ferner auch hier die 
Erkrankungsziffer bei den Tieren kleiner, die Erscheinungen der B- Avita- 
minose aufwiesen, jedoch durch Verabreichung von Hefe oder Kleie 
veheilt worden waren. 

Wir erzeugten ferner in bekannter Weise bei Ratten die Er- 
scheinungen der A-Avitaminose (wir erhielten sie auBer durch Ver- 
fitterung eines kiinstlichen Gemisches von Nahrungsstoffen auch bei 
Verabreichung von Weizenbrot!). Auch hier war die Anfalligkeit gegen- 
iiber Infektionen sehr groB. Um Mibverstandnissen vorzubeugen, sei 
ausdriicklich hervorgehoben, daB bei AusschluB von Infektions- 
méglichkeiten die in Frage kommenden Versuche tiber Avitaminosen 
so gut wie ohne sekundare Stérungen durchgefiihrt werden konnten. 
Sobald aber ein Krankheitsfall auftrat, dann folgten sehr rasch weitere 
Erkrankungen. Auch hier brachten wir normal ernahrte Tiere zu 
erkrankten, an A-Avitaminose leidenden. Die Erfahrungen waren die 
gleichen, wie oben geschildert. Es konnte ferner gezeigt werden, dal 
Ratten, die mit einer Nahrung ernahrt wurden, der Vitamin A fehlte, 
bei dessen Zusatz eine gréBere Widerstandsfaihigkeit gegeniiber Infek- 
tionen aufwiesen als nicht behandelte Tiere. 

Auch dann, wenn D-Vitamin fehlt, kommt es nicht selten zu Er- 
krankungen, die auf Infektionen zuriickzufiihren sind. Auch hier 
velingt es, zu zeigen, da8 nach Zufuhr von Vitamin D die Widerstands- 
fihigkeit ansteigt. Auch dann, wenn Vitamin C fehlt, ist die Anfallig- 
keit gegeniiber Infektionen erhéht. Die bei weitem schwersten Er- 
scheinungen beobachteten wir bei der A-Avitaminose. Es folgt dann 
die B-Avitaminose. Bei der C- und D-Avitaminose war die Zahl der 
Erkrankungen viel geringer. Ferner zeigten sich keine so schweren 
Erscheinungen wie bei den beiden zuerst genannten Formen von 
Avitaminosen. Gesamtzahl der beobachteten Ratten 163. 


Il. Beobachtungen itber die FortpYlanzungsfihigkeit von Tieren, die an 
bestimmten Avitaminosen leiden. 


An Hand einer umfassenden Untersuchung an Ratten und Mausen, 
die eine einseitig zusammengesetzte Nahrung (Mais, Bohnen, Erbsen usw.) 
erhielten bzw. kiinstlich zusammengesetzte Nahrungsgemische, wurde 
1919 iiber tiefgreifende Stérungen in der Fortpflanzungsfahigkeit der 
Versuchstiere berichtet®. Friihzeitig hérte diese auf. Schon damals 
wurde festgestellt, daB sich Veranderungen in der Struktur der 


1 Vgl. hierzu auch J. Abelin, Schmiedeb. Arch. 155, 46, 1930. 
2 Emil Abderhalden, Pfliigers Arch. 175, 187, 1919. 
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Geschlechtsdriisen vorfanden. In der Folge priiften wir im Verlauf von 
zur Beantwortung anderweitiger Fragestellungen angestellten Versuchen 
ob bei Mangel der verschiedenen Vitamine sich Unterschiede in Hinsicht 
auf die Fortpflanzungsfaihigkeit zeigen. Als Versuchstiere dienten 
Ratten und Mause. Es ergab sich, daB fast in allen Fallen, gleichgiiltig 
ob Vitamin A, der B-Komplex, Vitamin C oder D in Fortfall kamen 
bzw. unterwertig waren, mehr oder weniger ausgesprochene Verand 
rungen in den Geschlechtsdriisen auftraten. Am geringsten ware! 
sie bei Vitamin-C-Mangel, ja im .,akuten** Versuch fehlten sie manches 
Mal ganz. Kam es bei Versuchen, bei denen das auf seine Wirkungen 
zu prifende Vitamin in einer Menge zugefiihrt wurde, die nicht voll 
kommen ausreichte, zu Schwangerschaften, dann erfolgte in der Rege!| 
Absterben der Féten und Resorption. Nur ganz vereinzelt kam es zum 
Austragen und zur Geburt, jedoch waren die Jungen zumeist nicht 
lebensfahig, und zwar auch dann nicht, wenn sie einem normal e1 
nahrten Tiere, das annihernd zur gleichen Zeit Junge geworfen hatte 
zum Saugen tibergeben wurden. Nur vereinzelt gelang die Aufzucht 
Die Tiere (Ratten, Mause) blieben gegeniiber Altersgenossen in der 
GréBe zuriick. Es tiberwog unter den Nachkommen von an Avita- 
minose leidenden Tieren das weibliche*Geschlecht stark (100 bis 60°, 
Weibchen)!. Es ist verstandlich, daB bei einer so schweren Stérung 
wie sie smtliche Avitaminosen darstellen, die so auBerordentlich emp 
findlichen generativen Zellen der Keimdriisen in Mitleidenschaft ge 
zogen werden. Es sei in dieser Beziehung auf die umfassenden Unter 
suchungen von H. Stieve? verwiesen. Er konnte zeigen, daB mannig- 
faltige Einfliisse Sterilitat erzeugen. Schreck, Gefangenschaft als solche 
und ferner die Art der Nahrung kénnen zu tiefgehenden Veranderungen 
in den Keimdriisen fiihren. Die Zahl der Beobachtungen auf diesem 
Gebiet ist in der letzten Zeit stark gewachsen. Bei Tauben, die aus 
schlieBlich geschliffenen Reis erhielten, lieB sich gleichfalls eine weit 
gehende Stérung in der Funktion der Geschlechtsdriisen nachweisen. 
Auch dann, wenn durch fortlaufende Zufuhr von Hefe ein Zustand 
erreicht wurde, der sich auBerlich vom normalen nicht unterschied. 
zeigten die Geschlechtsdriisen keinen ganz normalen Befund®. 
Wir priften weiterhin bei. Tieren, welche infolge ..Mangel an 
Vitamin A, B-Komplex, Vitamin C und D erkrankt waren, und bei denen 


1 Vgl. hierzu unter anderen Ph. Joyet-Lavergne, Protoplasma 8, 443, 
1929. 

2 Arch. f. Entwicklungsmechanik 44, 530, 1918; Zeitschr. f. mikrosk.- 
anatom. Forschungen 5, 463, 1926; Unfruchtbarkeit als Folge unnatiirlicher 
Lebensweise. Miinchen, J. F. Bergmann, 1926; Naturw. 15, 951. 1927. 

3 Vgl. hierzu Emil Abderhalden, Pfliigers Arch. 217, 88, 1927 und ins- 
besondere 8. 91, dort sind die von Herrn Prof. Stieve erhobenen Befunde 
mitgeteilt. 
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durch Zugabe des in Frage kommenden Vitamins Heilung erzielt war, 
die Fortpflanzungsfahigkeit. Zur Verwendung kamen Ratten, und zwar 
bei Versuchen tiber den Einflu8 von Vitamin A, B-Komplex und 
Vitamin D. Zu Versuchen iiber die Folgen des Mangels an Vitamin C 
und deren Beseitigung durch Zugabe von dieses enthaltendem Material 
dienten Meerschweinchen. Es zeigte sich, dal die Schadigung der 
Geschlechtsdriisen und vor allen Dingen der mannlichen bei Vitamin A- 
Mangel am gréB$ten war. Wir schlieBen das daraus, daB ein Teil der 
geheilten Mannchen steril blieb, obwohl Geschlechtstrieb vorhanden 
war und auch Begattungen stattfanden. Bei den Tieren, die fort- 
pflanzungsfahig wurden, verging eine langere Zeit, bis wieder Nach- 
kommenschaft erzeugt wurde, als bei jenen Tieren, die unter den Er- 
scheinungen der B-, C- und D-Avitaminose gelitten hatten. Bei den 
an A-Avitaminose erkrankten Ratten war der friiheste Termin der 
Wiederherstellung der Fortpflanzungsfahigkeit 4 Monate, bei jenen 
Ratten, die an B- und D-Avitaminose gelitten hatten, wurde schon 
nach 1 bis 3 Monaten Nachkommenschaft erzeugt. Insgesamt wurden 
Gruppen zu je 24 Ratten fiir die einzelnen Versuche verwandt, davon 
waren ein Viertel Mannchen und drei Viertel Weibchen. Bemerkt sei 
noch, daB wir uns die Frage vorlegten, ob die Nachkommen von Tieren, 
die an einer A-Avitaminose gelitten hatten und sich dann wieder er- 
holten, in ihrer Entwicklung zuriickbleiben und ferner auf Vitamin- 
mangel anders reagieren als gleichaltrige Tiere von stets normal er- 
nihrten Ratten. Ein abschlieBendes Urteil gestattet die Zahl der 
untersuchten Tiere nicht. Unter den Nachkommen jener Tiere, die 
an A-Avitaminose gelitten hatten, waren solche vorhanden, deren 
Entwicklung hinter der von normalen Tieren zuriickblieb. Es war 
der Prozentsatz von Fallen von Keratomalazie nach Verabreichung 
von Nahrung, in der A-Vitaminmangel herrschte, gréBer als bei Nach- 
kommen von stets normal ernihrten Ratten. Bemerkt sei noch, dab 
die Versuchstiere alle bei Versuchsbeginn 4 bis *4 Jahr alt waren. 
Versuche der genannten Art sind nicht ganz leicht eindeutig durch- 
zufiihren. Es spielt ohne Zweifel die Zeitdauer, bis zu der sich die 
ersten Erscheinungen der Avitaminose zeigen, eine Rolle. Entwickelt 
sich das Krankheitsbild schleichend, dann kann unter Umstanden die 
Schadigung der Keimdriisen gr6éBer ausfallen, als wenn nach kurzer 
Zeit die fiir das Fehlen des einzelnen Vitamins charakteristischen 
Erscheinungen auftreten. Man miiBte ferner an Hand _histologi- 
scher Untersuchungen einen genauen Mabstab fiir den Umfang und die 
Art der Schidigung haben. Ohne Zweifel lieBe sich manche interessante 
Fragestellung zur Entscheidung bringen. So scheint es, als ob die 
generativen Zellen weitgehend zerstért sein k6énnen, wahrend die 
interstitiellen erhalten bleiben. Es kamen im Laufe der zahlreichen 


10 * 
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Versuche wiederholt Faille zur Beobachtung, bei denen Versuchstier 
die an einer bestimmten Avitaminose gelitten hatten, und dann na 
erfolgter Heilung wieder als Zuchttiere verwendet werden sollten 
lebhaftesten Geschlechtstrieb zeigten, jedoch keine Nachkommen 
erzeugen konnten. Was nun die Versuche an Meerschweinchen ar 
betrifft, so ist nach unseren Erfahrungen die Schadigung der Kein 
driisen bei Mangel an Vitamin C am leichtesten ausgleichbar, sofery 
eine solche iiberhaupt nachweisbar ist. Wir fanden namlich nicht i) 
allen Fallen eindeutig feststellbare Veranderungen, insbesondere auch, 
nicht an den mannlichen Geschlechtsdriisen. 

Das ganze Problem der Beeinflussung der Funktionen der Ge 
schlechtsdriisen von der Nahrung aus hat auf Grund der Feststellung, 
daB ein weitverbreitetes besonderes Vitamin, genannt Vitamin E, fii 
die normale Fortpflanzung von entscheidender Bedeutung ist, ein 
anderes Gesicht erhalten!. Sobald das Vitamin E fiir sich isoliert 
zur Anwendung gebracht werden kann, wird zu priifen sein, wie es 
sich in Hinsicht auf das Verhalten der Geschlechtsdriisen bei den 
verschiedenen Avitaminosen auswirkt. 

Ill. Versuche, die zum Ziele hatten, zu priifen, wie einzelne Nahrungsmittel 
auf die Lebensdauer und das gesamte Verhalten bestimmter Tiere einwirken. 

Zunichst von rein praktischen Gesichtspunkten ausgehend, fiihrten 
wir an einer groBen Anzahl von Versuchstieren Fiitterungsversuche 
mit Milch (Kuh- und Ziegenmilch), ferner mit Brot (Weizen-WeiB- und 
-Schwarzbrot und Roggen-Schwarzbrot), mit Kartoffeln (gekochte) 
und Fleisch bzw. Leber durch. Die Versuche umspannen eine Zeit von 
10 Jahren. Als Versuchstiere dienten Mduse, Ratten und Tauben. 
Es sei tiber die gemachten Erfahrungen an Hand von einigen Versuchs- 
protokollen in aller Kiirze berichtet ?. 


1. Versuche mit Tauben. 

a) Weizen-WeiBbrot. 
Taube Nr 480. Koérpergewicht 361g.  K6rpertemperatur 40°. Die 
Taube erhielt taglich 45g Weizen-WeiSbrot durch Einbringen in den 
Kropf, und zwar zu kleinen Kugeln geformt, zugefiihrt. AuBerdem stand 


1H. M. Evans u. K. S. Bishop, Amer. Journ. of Physiol. 43, 396, 1923; 

Journ. of Metabol. Ser. 3, 201, 233, 1923: H. M. Evans u. G.O. Burr, Proc. 
Soc. exper. biol. and med. 24, 740, 1927; W. P. Kennedy, Physiol. Rev. 6, 
485, 1926; K. E. Mason, Journ. of Nutr. 1, 311, 1929 (in den beiden zuletzt 
genannten Arbeiten finden sich weitere Literaturhinweise). 
2 Die Tiere wurden alle ein bis zwei Tage gewogen. Es wurde ferner die 
Koérpertemp>ratur gemessen. Ferner wurde die Anzahl der Atemziige und 
der Pulse festgestellt. Endlich wurde das Befinden der Tiere, ihr Aussehen. 
ihr Verhalten usw. genau protokolliert. Die hier aus Griinden der Platz- 
ersparnis wiedergegebenen wenigen Daten geben ein nur sehr unvoll 
kommenes Bild der ausgefiihrten Versuche. 
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em Versuchstier Brot in beliebiger Menge zur Aufnahme zur Ver 


figung. Wéahrend der ersten 36 Versuchstage fiel das K6érpergewicht 
bestandig etwas. Das niedrigste Gewicht betrug 322 ¢. Es erfolgte 


dann Gewichtsanstieg. Das héchste erreichte Gewicht betrug 407 g. Vom 
100. Versuchstag ab begann das Koérpergewicht abzufallen. Am 125. Tage 
trafen wir die Taube in einem schweren Krampfzustand an. Die Korper 
temperatur betrug 35°. Das Tier wog 328 g. Nach Eingabe von 0,2 ¢ Hefe 
erholte sich das Versuchstier rasch. Es wurde mit der Verfiitterung von 
Weizenbrot ohne Hefezulage fortgefahren. Nach weiteren 68 Tagen traten 
wiederum Krampfe auf. Temperatur 33°. Bemerkenswert ist, da bis kurz 
vor Eintreten des Krampfzustandes das Koérpergewicht wieder angestiegen 
war, und zwar auf 380 g. Wiederum wurde der Krampfzustand durch Eingabe 
von 0,2 g Hefe beseitigt. Nach weiteren 5 Tagen fiel die Korpertemperatur 
auf 36,5° und bald darauf auf 35°. Es zeigten sich dann wieder Krampfe. Das 
Kérpergewicht war innerhalb dieser 5 Tage um 49 g gefallen. Nach Eingabe 
von 0,2 g Hefe trat Erholungein. 2 Tage spiater wurde das Tier tot im NKafig 
ufgefunden. 

Nicht in allen Fallen wurde das Auftreten von Krampfen beob- 
achtet. Die langste Beobachtungszeit betrug 450 Tage (Taube Nr. 48/a). 
Das Versuchstier befand sich bis etwa 14 Tage vor dem unter den 
Erscheinungen groBber Schwache erfolgten Tode bei ausgezeichnetem 
Allgemeinbefinden. Das Koérpergewicht hatte sich gut gehalten. Es 
fiel dann ziemlich rasch ab. Gesamtgewichtsverlust 82g. (Anfangs- 
gewicht 327 g, Endgewicht 245g.) Einige Tage vor dem Tode trat 
eine heftige Konjunktivitis auf. Es kam zu schleimiger und schlieBlich 
zu eitriger Absonderung. Die Hornhaut triibte sich'. Am 450. Tage 
wurde das Tier tot im Kafig gefunden. 

Die anatomische Untersuchung der Augen ergab: am einen Auge 
feine Héckerung des inneren und éuBeren Hornhautepithels. ris zum Teil 
mit Hornhaut verklebt. Die Linse zeigte unregelmaBige, flockige Triibung. 
Das andere Auge war schwerer betroffen: entziindliche Anklebung der 
Iris an die Cornea. Exsudat in der vorderen Kammer mit vielen Entziindungs- 
zellen. Hornhaut und anschlieBende Konjunktiva infiltriert, 6dematés, 
gequollen, héckerig. Die obersten Schichten der Hornhaut waren in Gestalt 
von mit Ejiter gefiillten Blaschen abgehoben. 

In einer ganzen Reihe weiterer Falle sind annaihernd ebenso lange 

= 
Zeiten bei ausschlieBlicher Ernihrung mit Weizen-WeiSbrot vergangen, 
ohne daB die geringsten Erscheinungen feststellbar waren. Das Alter 
der Tauben betrug beim Beginn des Versuchs zwischen 6 bis 12 Monaten; 
nur ausnahmsweise wurden jiingere Tauben verwendet. Wie auber- 
ordentlich verschieden die Versuchstiere auf die Eingabe von weibem 
Weizenbrot reagierten, mag das folgende Beispiel zeigen (Taube 
Nr. 484). Kérpergewicht 350g, Temperatur 40,2°. Nach 33 Tagen 
zeigte das Versuchstier, wie Abb. 1 belegt, schwere Kriimpfe. Die 


1 Vogl. hierzu u.a. J. Hoet, Biochem. Journ. 18, 412, 1924. 
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Koérpertemperatur betrug 35,2°. Das Tier hatte nur 8g an Kérpx 

gewicht verloren. Der Krampfzustand dauerte 2 Tage an. Die Kérpe 

temperatur fiel weiter auf 32°. Es stellte sich Lahmung des Kropf 
ein. Das Tier ging zugrunde. Bemerkt sei, dab das Koérpergewiclit 
am Tage des Ausbruchs des Krampfes bei leerem Kropf festgestellt 
wurde. Es liegen zahlreiche gleiche Beobachtungen vor. Die kiirzest: 
Zeit, in der Krampfe in Erscheinung traten, war 28 Tage. Bemerkens 
wert ist, daB bei Erhaltensein des Koérpergewichts, ja in manch« 

Fallen bei K6rpergewichtsanstieg, alle jene Erscheinungen hervoi 
traten, die fiir einen Mangel an Vitamin B1 charakteristisch sind 
Es war offenbar Vitamin B2 und insbesondere B3 in ausreichend 
Menge zugegen. Ganz vereinzelt traten Erscheinungen auf, die 


Abb. 1. 


diejenigen erinnern, die bei A-Avitaminose beobachtet worden sind 
Die Augen begannen stark zu tranen, die Augenlider schwollen an, 
es kam zum volligen VerschluB der Augen. Es folgte Hornhauttriibung 
SchlieBlich trat Erblindung ein. Auffallend war, da®B in mehreren 
Fallen zugleich starke Speichelsekretion einsetzte. Vereinzelt zeigten 
sich auch St6rungen von seiten der Haut, und zwar insofern, als ver- 


mehrter Ausfall von Federn erfolgte. Ferner zeigte sich Entziindung 


der Haut in der Umgebung der Augen und des Schnabels. Es traten 
schlieBlich stark gerétete, von Federn entbléBte Stellen auf. In mancher 
Beziehung erinnerte die Erscheinung an die brillenférmige Haut 
veranderung in der Umgebung der Augen von an Pellagra erkrankten 
tatten. Besonders auffallig ist, daB gleichaltrige Tauben derselben 
Rasse bei Zufuhr gleicher Mengen des gleichen Weizenbrotes zu ganz 
verschiedenen Zeiten Stérungen zeigten, bzw. bei manchen Tieren 
waren innerhalb eines Jahres iiberhaupt keine solchen feststellbar 
Die Tiere befanden sich gruppenweise in groben Kifigen mit Aufflug 
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velegenheit zusammen. Es ist schwer zu sagen, worauf diese groBen 
Unterschiede im Verhalten der einzelnen Tiere zuriickzufiihren sind. 
Die Gesamtzahl der Versuchstiere betrug 145. 


b) Weizen-Schwarzbrot. 


Das Verhalten der Tiere war bei ausschlieBlicher Ernahrung mit 
Weizen-Schwarzbrot viel einheitlicher, als das beiden mit weibem Weizen- 
brot ernahrten der Fall war. Der weitaus gréBte Teil der Tiere war 
am Ende der 400 bis 480 Tage dauernden Versuchszeit noch in bestem 
Zustande. Das Kérpergewicht war in allen Fallen in den ersten Monaten 
gestiegen. Krampferscheinungen wurden mit einer einzigen Ausnahme 
nicht beobachtet. Die K6érpertemperatur hielt sich um 40° herum. 
In den letzten 100 Tagen zeigte sich bei manchem Versuchstier ein 
langsames Fallen des K6érpergewichts. Bei denjenigen Tieren, die 
wahrend des Versuchs zugrunde gingen, ist nicht ganz sicher, ob ein 
Zusammenhang mit der Art der Ernahrung vorlag. 


Roggen-Schwarzbrot. 


Die Beobachtungszeit wurde bis zu 2 Jahren ausgedehnt. Die 
Tiere zeigten keine besonderen Erscheinungen. Das Korpergewicht 


stieg in dem ersten Monat an, um sich dann lange Zeit auf annahernd 
der gleichen Héhe zu halten. Bei Abbruch der Versuche waren in der 
Regel kleine Gewichtsverluste (30 bis 50g) vorhanden. Das Gefieder 
der Tiere blieb glatt und glanzend, die Tiere selbst waren lebhaft. Es 
sei ein Beispiel angefiihrt. 

Taube Nr. 711. Kérpergewicht 367 g. Temperatur 40,8°. In den ersten 
Tagen wurden 80 g Brot in Form von Pillen zugefiihrt. Es zeigte sich jedoch, 
daB erhebliche Reste des Futters im Kropf liegenblieben. Infolgedessen wurde 
die Menge verringert. In der Folge setzten wir dem Tier Brot in Form von 
erbsengroBen Kiigelchen zur freiwilligen Aufnahme vor und wogen den ver- 
bleibenden Rest zuriick. Die Nahrungsaufnahme schwankte zwischen 
50 und 70 g. Das Koérpergewicht stieg in den ersten 6 Monaten um 60 g an. 
Es schwankte dann wahrend der nachsten 10 Monate um 10 bis 20g. Von 
da ab fiel es etwas ab. Das SchluBgewicht lag um 35 g unter dem Anfangs- 
gewicht. Irgendwelche besondere Erscheinungen zeigte das Versuchs- 
tier nicht. 

Bemerkt sei noch, daB in besonderen Versuchen festgestellt wurde, 
daB sowohl die Roggen- als auch die Weizen-Schwarzbrottiere fort- 
pflanzungsfahig waren. Es kam ferner wiederholt zur Abgabe von 
Kiern. Bei den Weizen-Weibbrottieren schien die Fortpflanzungsfahig- 
keit hbeschrankt zu sein. Es zeigten ferner namentlich die mannlichen 
Geschlechtsdriisen Verainderungen. Die Spermatogenese war herab- 


gesetzt. Entscheidende Bedeutung haben jedoch diese Beobachtungen 
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nicht, weil die Zahl der auf ihre Fortpflanzungsfahigkeit gepriift: 
Tiere (24) hierfiir zu klein war. 

Zu den mit den erwahnten Brotarten durchgefiihrten Versuchen 
ist noch zu bemerken, dafB zum Backen Hefe verwendet wurde. Ks 
wurde ferner das Brot stets von derselben Backerei bezogen. Das von 
uns beobachtete verschiedene Verhalten von mit Weizen-Weibbrot 
ernahrten Tauben hangt nicht mit einer verschiedenen Wertigkeit 
des verfiitterten Brotes in Hinsicht auf den Gehalt an dem Vitamin b- 
Komplex zusammen. Es geht dies daraus hervor, dab bei Tauben, die 
Tag fiir Tag dasselbe Brot erhielten, Unterschiede feststellbar waren 

Hervorgehoben sei noch, dab Tauben, die im Anschlu®B an die 
ausschlieBliche Ernaihrung mit geschliffenem Reis an Krampfen er- 
krankten, auf Verabreichung von 10g Weibbrot sich vollkommen 
erholten — mehrfach waren auch 5 g ausreichend. Die Krimpfe gingen 
allerdings nicht innerhalb von kurzer Zeit zuriick, wie das bei Ver- 
abreichung von Hefe oder der Zufuhr von wirksamen Hefe- oder Kleie 
ausziigen der Fall ist, vielmehr dauerte es bis zur vélligen Erholung 
24 bis 72 Stunden. Bei weiterer Zufuhr von Reis + 5 bis 10 ¢ Brot 
blieben die Tiere mehrere Wochen in gutem Zustande. 


Rohe Kuhmilch. 

Die Milch wurde mit Hilfe einer Pipette in kleinen Portionen im 
Laufe eines Tages eingefiihrt. Sie wurde ganz frisch bezogen und 
stammte immer aus derselben Quelle. Es sei das folgende Beispie! 
als Beleg fiir den Verlauf der Versuche mit roher Kuhmilch angefihrt. 

Taube Nr. 309. Korpergewicht 419 g. Koérpertemperatur 40°. Wahrend 
der ersten vier Versuchstage erhielt die Taube taglich 50 cem Milch. Das 
Koérpergewicht fiel um 33 g. Die verabreichte Milchmenge wurde verdoppelt 
Auch diese Menge geniigte nicht, um das Tier vor Kérpergewichtsverlust 
zu schiitzen. Nach 98 Tagen wurde die tagliche Milchmenge auf 140 cem 
erhéht. Jetzt erfolgte Gewichtsanstieg. Im 7. Versuchsmonat wurde das 
Héchstgewicht (443 g) erreicht. Es blieb dann das Kérpergewicht weitere 
4 Monate ziemlich konstant. Im 12. Versuchsmonat begann es langsam 
zu sinken, um dann um 390 bis 400 g herum zu schwanken. Das Versuchstier 
war nach 26 Monate dauernder ausschlieBlicher | iitterung mit roher Kuh 
milch noch im besten Zustand. Das Kérpergewicht betrug 350 g. Die Taube 


war auBerordentlich rauflustig und sehr lebhaft. Im 27. Versuchsmonat 
erfolgte Abfall des K6rpergewichts um 37 g. Die K6rpertemperatu! 


schwankte zwischen 36 und 37°. Das Tier zeigte in seinem Verhalten kein: 
Besonderheiten, es war lebhaft, flog auf die Stange. Nur das CGefieder 
verlor mehr und mehr seinen Glanz, es wurde struppig. Zu Beginn des 
28. Monats setzte ein weiterer Verlust an K6rpergewicht ein. Innerhalb 
von 6 Tagen sank es um 36 g. Die Zahl der Pulse fiel. Es zeigte sich Atemnot 
Es folgte dann ein schwerer Krampfanfall (vgl. Abb. 2). Die Zufuhr von 
0.2 ¢ Hefe war ohne Erfolg, das Tier ging zugrunde. Beim Beginn des 
Versuchs war es etwas iiber | Jahr alt gewesen. 
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Versuche an weiteren 58 Tauben, die bis zu 150 ccm Kuhmilch 
pro Tag erhielten, zeigten wahrend einer einjahrigen Beobachtungszeit 
keine besonderen Erscheinungen. Dagegen erwies sich Kuhmilch, die 
in den Monaten November, Dezember, Januar und Februar und ins- 
hesondere waihrend der beiden mittleren Monate im Jahre 1927 zur 
Verabreichung kam, als auffallend minderwertig. Bei Verabreichung 
von 100 cem pro Tag kam es vereinzelt (4 Tiere von 32) zum Ausbruch 


von Krampferscheinungen. Die Korpertemperatur fiel in charak- 
teristischer Weise ab. Die ersten Symptome zeigten sich nach 2 bis 


3 Monaten. Das Koérpergewicht sank schon nach 2- bis [3 wochiger 


Versuchsdauer ab. In drei Fallen zeigten sich die Erscheinungen der 





Abb. 2. 


A-Avitaminose kombiniert mit derjenigen der B-Avitaminose. In 
zwei Fallen zeigten sich Darmblutungen. Gleichzeitig durchgefihrte 
Versuche an Ratten hatten ein gleiches Ergebnis, und zwar insofern, 
als sich auch bei ihnen Erscheinungen der alimentéren Dystrophie 
bemerkbar machten, und zwar insbesondere Symptome der A-Avita- 
minose. Die Milch stammte von Tieren, die hauptsachlich mit Riiben- 
blattern ernahrt wurden. Zu keiner anderen Zeit wurden je Stérungen 
der genannten Art beobachtet, wenn fiir eine ausreichende Zufuhr von 
Milch gesorgt wurde. Bemerkt sei noch, daB Tauben, die ausschlieBlich 
mit poliertem Reis ernahrt wurden, bei Zugabe von 5 bis 10 ccm roher 
Kuhmilch an den charakteristischen Erscheinungen der B-Avitaminose 
erkrankten, nur traten die Krampferscheinungen spater auf, als wenn 
nur geschliffener Reis verabreicht wurde. Die lingste Zeit bis zum 
Auftreten von Krampfen betrug 102 Tage, der Durchschnitt war 
75 Tage. Wahrend Kontrolltiere, die nur geschliffenen Reis er- 


o7 9° 


hielten, im Durchschnitt nach 27 Tagen erkrankten. 


KE. Abderhalden: 


Gekoechte Kuhmilch. 


Es sei das folgende Beispiel angefiihrt. Taube Nr. 312. Korps 


gewicht 414g. Die Taube erhielt in den ersten vier Versuchstag: 


50 cem gekochte Kuhmilch taglich. Das Aufkochen dauerte !/, Stunde 
Die Milch wurde nach dem Kochen und Abkiihlen mit Wasser auf das 
urspriingliche Volumen gebracht. Die Milchzufuhr wurde dann pro 
Tag auf 100 ccm und nach 92 Tagen auf 140 ccm gesteigert. Das Koérper- 
gewicht war bis dahin um 63 g gefallen. Jetzt erfolgte Gewichtsanstieg 
Nach 6 weiteren Wochen wurde das Héchstgewicht (441 g) erreicht 
Dieses wurde wahrend 31/, Monate gehalten. Im 9. Versuchsmonat 
fiel das Korpergewicht etwas und hielt sich dann weitere 5 Monate 
auf 400 bis 410g, von da ab sank es langsam ab. Nach eine: 
Beobachtungszeit von 473 Tagen ging das Tier zugrunde. Etwa 
eine Woche, bevor der Tod eintrat, hatten sich Ernahrungsschwierig- 
keiten eingestellt, und zwar insofern, als das Tier die verabreichte 
Milch wiederholt ausbrach. 

Bei insgesamt 38 Versuchstieren wurden bei einer Beobachtungs- 
zeit von | bis 2 Jahren keine krankhaften Erscheinungen beobachtet 
Auch mit gekochter Milch wurde gepriift, welchen EinfluB die Zugabe 
von 5 bis 10 ccm davon zu poliertem Reis auf die Zeit des Auftretens 
von Krampfen hat. Es zeigte sich insofern ein Unterschied gegeniiber 
dem Verhalten bei Zugabe von roher Milch, als die Krampferscheinungen 
friiher auftraten. Die langste Zeit, die bis zum Einsetzen von Krampfen 
verging, war 82 Tage, die Durchschnittszeit 62 Tage. 


Rohe Ziegenmilch. 

Taube Nr. 3656. Korpergewicht 551 g. Temperatur 40,6°. Das Ver 
suchstier erhielt zuniéchst 10 Tage lang 100 cem rohe Ziegenmilch. Das 
Kérpergewicht fiel in dieser Zeit um 34g. Nunmehr verabreichten wir 
140 cem Milch. Das Ké6rpergewicht blieb wahrend 4 Monate annéhernd 
konstant (500 bis 510g). Im 5. Versuchsmonat stieg es an. Am Ende des 
7. Versuchsmonats betrug da; Kérpergewicht 575g. Der Versuch muBte 
abge trochen werden, weil keine Ziegenmilch mehr zu erhalten war. Weitere 
Versuche an insgesamt 32 Versuchstieren hatten dasselbe Ergebnis. Die 
langste Beobachtungszeit umfaBt 1'/, Jahre. Irgendwelche Krankheits 
erscheinungen waren nicht zu beobachten. 


Sehr bemerkenswert ist, daB jene Versuche, die zum Ziele hatten, 
das Auftreten von Krampferscheinungen nach Verfiitterung von 
poliertem Reis durch Zugabe von 5 bis 10 ccm Milch hinauszuschieben, 
eine héhere Wertigkeit fiir Ziegenmilch gegeniiber Kuhmilch ergaben. 
Mehrfach traten iiberhaupt keine Krampfe auf. Die Tiere gingen 
nach einer Versuchsdauer von 120 bis 130 Tagen an allgemeiner Schwache 
ein. Es sei ein Beispiel eines solchen Versuchs angefiihrt. 
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Taube Nr. 372. K6rpergewicht 330 g. Temperatur 40,5°. Die Taube 
erhielt zundchst 23 Tage lang ausschlieBlich geschliffenen Reis. Das Kérper- 
gewicht war um 69g gefallen. Vom 24. Versuchstag an wurden tagiich 
5eem rohe Ziegenmilch verabreicht, nach weiteren 64 Versuchstagen 
war das Gewicht um 23g gefallen. Am 88. Versuchstag traten Krampfe 
ein. Sie wurden durch Verabreichung von 0,2 g Trockenhefe beseitigt. 
Das Tier erhielt dann weitere 23 Tage ausschlieBlich geschliffenen Reis 
und 5ecem Ziegenmilch. Das K6rpergewicht fiel um weitere 14g. Am 
130. Versuchstag starb die Taube. Der Durchschnitt der Zeit, die verging, 
bis bei Verabreichung von 5ccm roher Ziegenmilch Kriéimpfe auftraten, 
betrug 85 Tage, und zwar auch bei den Versuchen, bei denen die Milch von 
Anfang an der Reisnahrung beigefiigt wurde. 


Gekochte Ziegenmilch. 

Taube Nr. 369. Korpergewicht 410 g. Temperatur 40°. Die Taube er- 
hielt zunaéchst 2 Tage lang 50 cem gekochte Ziegenmilch, 8 Tage lang 80 ecm, 
11 Tage lang 100 cem und 60 Tage lang 120cem. Da das Kérpergewicht 
bestandig etwas sank (um 25 g) erhéhten wie die Milchration auf 140 cem. 
Es trat dann Ansteigen des Gewichts ein. Das héchste Gewicht wurde am 
Ende des 3. Versuchsmonats mit 460g erreicht. In der Folge ergaben 
sich St6rungen in der Milchaufnahme. Es trat haufig Brechreiz ein. Auch 
blieb geronnene Milch im Kropfe liegen; die Gerinnsel wurden jeweils be- 
seitigt. Im iibrigen befand sich das Tier ganz woh]. Wahrend der dem 
Héchstgewicht sich anschlieBenden 2 Monate nahm das Gewicht um 51 g 
ab. Der Versuch muBte nach 233 Tagen abgebrochen werden, weil keine 
Ziegenmilch mehr zu erhalten war. 

Es ist bemerkensweit, daB im Gegensatz zur Aufnahme von roher 
Ziegenmilch die Zufuhr von gekochter mit der Zeit oft auf Schwierigkeiten 
stieB. Die rohe und die gekochte Ziegenmilch wurden in Parallelversuchen 
verwendet, d. h. die eine Gruppe von Tauben erhielt rohe und die zweite 
die gleiche Milch, jedoch in gekochtem Zustande. Bei den Tauben, 
die rohe Milch erhielten, waren Erbrechen und Behinderung der Milch- 
verabreichung selten, waihrend, wie schon erwahnt, bei Eingabe von 
gekochter Ziegenmilch nach 3 bis 4 Monaten dauernder ungestérter 
Zufuhr sich fast durchweg Schwierigkeiten ergaben. Irgendwelche 
Krankheitserscheinungen wurden im iibrigen nicht beobachtet. 

Auch hier verabreichten wir neben geschliffenem Reis 5 und zum 
Teil 10cem gekochte Ziegenmilch. Das Auftreten von Krampfen 
wurde zeitlich hinausgeschoben, oder aber es unterblieb der Krampf- 
zustand véllig. In diesen Fallen erfolgte der Tod unter starkem Gewichts- 
verlust und schlieBlichem Temperaturabfall unter Erscheinungen 
groBer Schwache. Die mit gekochter Ziegenmilch durchgefiihrten 
Versuche umfaBten 18 Versuchstiere. Die langste Zeit, bis Auftreten 
von Krampfen nach Beginn der Verabreichung von geschliffenem 
Reis und gekochter Ziegenmilch beobachtet wurde, betrug 63 Tage, 
und die langste Zeit bis zum Eintritt des Todes unter zunehmender 


Kérperschwache 99 Tage. 


E. Abderhalden: 


Gekochte Kartoffeln'. 


Die langste Beobachtungszeit umfaBt 2?! » Jahre. Es sei iibs 


einen derartigen Versuch an Hand des Protokolls berichtet. 


Taube Nr. 298. Kéorpergewicht 485 g. Temperatur 41°. Das Versuc! 
tier erhielt zunichst geschliffenen Reis. Es verlor innerhalb von 30 Tage: 
106 g an Kérpergewicht. Es erfolgten Krémpfe. Sie wurden durch Eingab 
von gekochten Kartoffeln (5 g) mit bestem Erfolg bekaémpft?. Von nun ar 
erhielt das Versuchstier taglich in kleinen Portionen 80g gekochte Ka) 
toffeln. Das Kérpergewicht stieg zunichst etwas an, um wieder zu falle: 
Es blieb dann monatelang bei etwa 340g stehen. Das Versuchstier wa: 
sehr lebhaft. Irgendwelche Stérungen in seinem Befinden waren. niclit 
feststellbar. Vom 13. Versuchsmonat an traten kleine Gewichtsabnahme 
ein. Es kam zu einem erneuten Absinken des Gewichts, und zwar auf etw: 
310g. Die Kartoffelzufuhr wurde im 20. Monat auf 100 g erhéht. Das (i 
wicht stieg auf 335g. Auf diesem hielt sich das Tier bis zum 22. Versuchs 
monat. Im Verlauf des 23. bis 27. Versuchsmonats fiel das Gewicht um 35 g 
Der Versuch wurde nach 740 Tagen abgebrochen. In der letzten Zeit 
zeigte sich ab und zu Atemnot. Beim Versuchsbeginn hatte die Taube ei 
Alter von etwas tiber 1'/, Jahren. Bei dem gré8ten Teil der durchgefiihrten 
Versuche beobachteten wir nach mehr oder weniger langer Zeit (4 bis 
16 Monate) das Auftreten von Stérungen. Zumeist wurde die Atmung 
unregelmaéBig, das gleiche gilt von der Herztatigkeit. Es zeigten si 
Arythmien. In mehreren Fallen traten Lahmungen der Beine auf. Krampi 
erscheinungen wurden nie beobachtet. Vor Eintreten der Lahmungen 
war unsicheres Gehen vorhanden. In allen Fallen, in denen die Versuch: 
bis zum Eintreten von ausgesprochenen Storungen durchgefiihrt wurden 
zeigten sich auch Erscheinungen von seiten des Gefieders. Es wurde glanzlos. 
struppig und zum Teil auch briichig. Vereinzelt waren auch tranend 
verschleierte Augen zu beobachten, ohne da es jedoch zur Ausbildung 
von Hornhautgeschwiiren gekommen ware. 


Wir fiitterten an Stelle von einfach gekochten Kartoffeln au 
solche, die 8 Stunden lang im Autoklaven auf 100° erhitzt worde: 
waren. Es sei tiber einen solchen Versuch an Hand des Protokolls 
berichtet. 


Taube Nr. 276. Kérpergewicht 364 g. Temperatur 40°. Das Versuchs 
tier erhielt 162 Tage lang gekochte Kartoffeln (Menge 75 bis 80g). Das 
Tier verlor innerhalb dieser Zeit 9g an Kérpergewicht. AnschlieBend 
erhielt die Taube die gleiche Menge autoklavisierte Kartoffeln. Die 
Nahrungsaufnahme war eine gute. An manchen Tagen war die aufgenommen: 
Kartoffelmenge gréBer als 80g. Trotzdem erfolgte fortlaufend Gewichts 
abnahme. In 28 Tagen fiel das Gewicht um 120g. Es trat groBe Schwaclv 
auf. Das Gefieder war glanzlos und struppig geworden. Am 190. Versuchs 
tag wurde das Tier tot im Kafig aufgefunden. In den meisten Fallen nahm 
die FreBlust bei den Tauben, die autoklavisierte Kartoffeln erhielten, stark 
ab, wahrend sie bei jenen, die mit einfach gekochten Kartoffeln ernahrt 
wurden, in vollem AusmaB erhalten blieb. Im Durchschnitt lebten die mit 


1 N-Gehalt 0,35 bis 0,42°,. 
2 Vel. hierzu auch E. Abderhalden. Pfliigers Arch. 217, 103, 1927. 
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Kartoffelnahrung der ersteren Art ernéihrten Tauben 8 bis 10 Wochen. 
Mehrfach wurden Lahmungen beobachtet. Unter insgesamt 42 Tieren zeigten 
6 ausgesprochene Krampferscheinungen. 

Bei weiteren Versuchen verglichen wir die Wirkung von gekochten 
Kartoffeln mit derjenigen von solchen, die 8 Stunden im Autoklaven 
bei 100° gehalten worden waren, in ihrem Einflu®B auf den Krampf- 
zustand von Reistauben. Wahrend es bei Zufuhr von gekochten Kar- 
toffeln (10g) fast ausnahmslos gliickte, den Zustand der Krampf- 
tauben im Sinne einer Beseitigung aller vorhandenen Symptome zu 
beeinflussen, erwiesen sich die autoklavisierten Kartoffeln, wie voraus- 
zusehen, als vollkommen wirkungslos. Zahl der Versuchstiere 63. 

SchlieBlich sei noch kurz tiber vergleichende Versuche mit roher 
und gekochter Pferdeleber berichtet. Verabreicht wurden in der Regel 
35 bis 45 g fein zerhackten Organs in kleinen Portionen. Die eingefiihrte 
Menge richtete sich nach dem K6rpergewicht der Tiere und deren 
Verhalten. Die langste Beobachtungszeit umfaBte 175 Tage. Die meisten 
Versuchstiere gingen schon friher ein. Die gekochte Leber erwies sich 
gegenuber der rohen Leber als etwas unterwertiger. Das Kérper- 
gewicht hielt sich langere Zeit, nachdem es in den ersten Wochen der 
Versuche angestiegen war. Es begann dann ein allmahlicher Gewichts- 
abfall. Bei einem erheblichen Teil der Versuchstiere (38 von 62) traten 
Erscheinungen von seiten der Haut auf (Ekzeme, struppiges Gefieder). 
Wir méchten auf diese Versuche keinen allzu groBen Wert legen. Die 
Verfiitterung der immerhin recht groBen Lebermengen erforderte sehr 
viel Sorgfalt. Findet man bei der erneuten Nahrungszufuhr den Kropf 
nicht leer, dann st6Bt die Ernaihrung auf Schwierigkeiten. Man muB 
streng darauf achten, dafB am Abend der Kropf vollkommen leer ist, 
weil sonst leicht tiber Nacht Faulnis eintreten kann. ‘Trotz gréBter 
Aufmerksamkeit traten doch ab und zu Faulniserscheinungen auf. 
Die Tiere rochen dann iibel aus dem Schnabel. Im Kropf konnten 
zwar keine gréberen Anteile der eingefiihrten Leber nachgewiesen 
werden, trotzdem waren offenbar doch kleinere Reste davon zuriick- 
geblieben. Im allgemeinen war der Eindruck der, daf es leichter 
gelingt, Tauben mit Fleisch tiber eine lingere Zeit hinweg in gutem 
Zustande zu erhalten als mit Leber. DaB schlieBlich auch bei Fleisch- 
fiitterung Stérungen eintreten — Briichigwerden der Horngebilde —, 
ist bereits friiher mitgeteilt worden!. 


2. Versuche mit Ratten. 


Langandauernde Versuche wurden mit Milch-Reis, Kartoffeln, 
verschiedenen Brotsorten, Fleisch und Leber durchgefiihrt. Bemerkt sei, 


1 FE). Abderhalden, Pfliigers Arch. 217, 88, 1927. 


160 E. Abderhalden: 


dab die Versuchstiere zuerst in Gruppen zu je sechs und spater paarweis 
(je ein Mannchen und ein Weibchen) gehalten wurden. Da es jedo 
wiederholt vorkam, daB sie sich bissen, ja anfraBen, wurden sie einze|n 
in geraumigen, mit Torf bestreuten Kafigen untergebracht. 


l. Versuche mit Milch-Reis. 


Die Nahrung bestand aus 50 cem Milch und 20 g Reis. Insgesanit 
kamen 127 Ratten im Laufe der letzten 10 Jahre zur Beobachtung. Dir 


langste Beobachtungsdauer umfaBte 21/, Jahre. Es handelte sich um 


Tiere von verschiedenem Alter. Die jiingsten waren 2 und die Altesten 
6 Monate alt bei Versuchsbeginn. Bei den jiingeren Tieren traten 
wiederholt friihzeitig St6rungen auf. Die Nahrungsaufnahme wurde 
mangelhaft, das Kérpergewicht fiel. Die Versuche muBten abgebrochen 
werden. Bei den alteren Tieren zeigten sich bis gegen SchluB der Ver 
suche keine auBerlich wahrnehmbaren Besonderheiten. Das Koérper- 
gewicht stieg in den ersten Monaten etwas an und blieb dann mit ge 
ringen Schwankungen auf der gleichen Hoéhe. Im allgemeinen war 
das SchluBgewicht etwas héher als das Anfangsgewicht. Bemerkens- 
wert ist, daB ein auffallend hoher Prozentsatz der mit Milch- Reis erndhrten 
Tiere Tumoren aufwiesen'. Es entwickelten sich zum Teil, ohne dab 
an den Tieren besondere Erscheinungen bemerkbar waren, grobe Ce- 
schwiilste, vor allen Dingen in der Lunge. In anderen Fallen ging der 
Tumor vom Mesenterium aus, und in wieder anderen war die Harn- 
blase oder die Niere Ausgangsstelle fiir die Geschwulstbildung. 

Von 86 Ratten, die 1*/, bis 21/, Jahre im Versuch waren, zeigten 
17 Geschwulstbildung?. Bei 8 weiteren war die Diagnose unsicher, 
d. h. es war ein kleiner Tumor zumeist in der Leber vorhanden 
jedoch war er mehr bindegewebiger Natur. Bei 10 Tieren fanden sich 
kleine Blasensteine*, bei 7 traten Erscheinungen von seiten der Haut 
auf, und zwar pellagraihnlicher Natur. Es kam jedoch nicht zur vollen 
Entwicklung einer typischen Pellagra. Die Konjunktiven waren ent- 
ziindet, der AusfluB war serés und nur vereinzelt eitrig. Die Augen- 
lider und ihre Umgebung waren leicht gerétet. In der Nahe des Hiift- 
und Kniegelenks fanden sich Schwellungen. Bei einem dieser Fille 
trat Lihmung der hinteren Extremitaten auf. Die Versuche wurden 


' Vgl. hierzu auch Rh. Erdmann u. E. Haagen, Zeitschr. f. Krebs- 
forschung 26, 333, 1928. 

2 Vel. hierzu u. a. R. McCarrison, Indian Journ. of med. research. 15, 
197, 485, 1927. 

3 Wolly u. Wherry (Journ. med. research. 20, 205, 1911/12) fanden bei 
wild lebenden Ratten in 1°/,, der Falle Tumoren. Bullock u. Rohdenburg 
(Journ. cance. research. 2, 39, 1917) beobachteten unter 15000 jungen 
Ratten 4mal Geschwulsttrager und unter 4300 erwachsenen 21 solch« 
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jeweilen bis zu lebensbedrohenden Erscheinungen durchgefiihrt, bzw. 
sie wurden durch den Tod der Tiere beendet. Zum ‘Teil waren die 
Versuchstiere wahrend des Versuchs in ein so hohes Alter gelangt, dab 
auch unter natiirlichen Ernahrungsverhaltnissen der Tod eingetreten 
ware. Stérungen zeigten sich in der Regel durch Abnahme des Gewichts 
an, ferner verlor das Fell seinen Glanz, es wurde nicht mehr gepflegt. 
Die Tiere wurden von Tag zu Tag triger. Sie lagen zumeist zusammen- 
gerollt da und waren nur schwer zu bewegen, sich aufzurichten. In 
dieser Zeit kam es haufig zu Geschwiiren in der Haut. Zum Teil war 
hieran ohne Zweifel die starke Verunreinigung des Felles schuld. Trotz 
aller Sorgfalt gelang es nicht, sie immer vor dem Liegen in Harn und 
Kot zu bewahren. Hervorgehoben sei noch die zum Teil sehr aus 
gesprochene Anamie. Als Beispiel sei angefiihrt, daB eine Ratte vom 
Koérpergewicht 140g wahrend 555 Versuchstagen um 244 g zunahm. 
Ks begann dann das Gewicht zu fallen. Nach 569 Tagen starb das Tier. 
Manchmal trat der Gewichtsverlust ganz plétzlich in groBem Umfang 
ein. Es war unzweifelhaft ein Zusammenhang mit dem Vitamingehalt 
der Nahrung vorhanden. Als Beispiel sei angefiihrt: Eine 131 g schwere 
Ratte wurde am 20. September 1928 auf Milch-Reisnahrung gesetzt. 
Wahrend der ersten 50 Versuchstage stieg das Gewicht um 21 g an. 
Nun erfolgte ein Gewichtsabfall auf 114g. Es fiel dieses Ereignis in 
die Monate November, Anfang Dezember. Das Versuchstier war sehr 
matt. Es bewegte sich nur noch wenig. Das niedrige Gewicht bestand 
35 Tage lang. Es erfolgte dann bei der gleichen Nahrung ein an- 
dauernder Gewichtsanstieg. Nach weiteren 322 Tagen war ein Gewicht 
von 165 g erreicht. Das Tier wurde getétet, weil es schlieBlich keine 
Nahrung mehr aufnahm. Bei der Sektion fand sich ein grober, vom 
Mesenterium ausgehender Tumor. 

Eine besondere Erwahnung verdient eine Gruppe von 24 Ratten, 
die im Winter 1927 in den Versuch eingestellt wurde. Sie érkrankven 
bei Verabreichung von Milch- Reis schon nach 2 bis 3 Monaten, 
und zwar traten in 13 Fallen alle Erscheinungen einer A-Avita- 
minose auf. Die Krankheit setzte mit Trainen der Augen und 
Lichtscheu ein. Nach wenigen Tagen wurde das serése Sekret eitrig. 
Es erfolgte dann auffallend rasch Triibung der Hornhaut. Die Tiere 
gingen dann bald zugrunde. Bei der Sektion fanden sich teils in der 
Trachea, teils in den Harnwegen deutliche Verhornungen!. Die tibrigen 
Versuchstiere gingen an Schwachezustinden ein. Vereinzelt waren 
Laihmungen vorhanden. Es handelte sich bei der angewandten Milch 


1 Vgl. hierzu u. a. S. Mori, Journ. of the amer. med. assoc. 79, 197, 
1922; S. B. Wolbach u. P. R. Howe, Arch. of pathol. 5, 239, 1928; Y. Fuji- 
maki, T’. Kimura, Y. Wada u. S. Shimada, Transact. japan. pathol. soc. 
16, 207, 1928. 
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um dieselbe, die schon auf 8. 155 erwahnt worden ist. In diesem Zi: 


sammenhang sei hervorgehoben, dali in der Umgebung von Halle nox 


in der letzten Zeit Falle von A-Avitaminose bei Kindern zur Beol 
achtung gekommen sind. Sie gingen leider mit Erblindung aus. E 
werden ohne Zweifel die Kenntnisse tiber die Bedeutung der Vitamin 
fiir die Ernihrung von Mensch und Tier in der Praxis noch nicht i 
vollem Ausma® beriicksichtigt. Erblindungen von Kindern miiBte 
beim jetzigen Stande unseres Wissens iiber die zur Ernahrung not 
wendigen Stoffe ausgeschlossen sein. Unsere Versuche zeigen, da\) 
bei offenbar ganzlich ungeeigneter Stallfiitterung in der Milch ein s« 
starker Mangel insbesondere an A-Vitamin eintreten kann, daB Schadi 
gungen mdglich sind. Es sind seit 1920 Jahr fiir Jahr entsprechend 
Versuche durchgefiihrt worden. Nur im Winter 1927 wurden die e1 
wahnten Feststellungen gemacht. 1929 erkrankten von 37 Tieren 2 an 
Erscheinungen der A-Avitaminose. Sie gingen jedoch ganz vo 
selbst wieder zuriick, d.h. es diufte die verabreichte Milch eine 
Zeitlang an A-Vitamin unterwertig gewesen sein. Der Gehalt a: 
dem genannten Vitamin stieg dann wieder, und so kam es bei 
fortgesetzter Milch-Reisfiitterung zur vollstandigen Ausheilung de: 
eingetretenen Schadigungen. 

Was nun die Geschwulstbildungen anbetrifft, so glichen sich di 
Tumoren in ihrer Struktur weitgehend. Einzelne davon wurden histo 
logisch untersucht. Ich danke auch an dieser Stelle Herrn Prof. D: 
Watjen und Herrn Privatdozent Dr. Schaetz fir die ausgefiihrten Unter 
suchungen. Es sei als Beispiel folgender Bericht angefiihrt. Er bezielit 
sich auf Ratte Nr. 3, Reihe 45. Das Tier war 23 Monate im Versuch 
Das Kérpergewicht betrug bei Beginn des Versuchs 202 g, an desse1 
Ende wog das Tier 245g. Bis wenige Tage vor dem Tode zeigten sic! 
keine besonderen Erscheinungen. Es trat dann Appetitlosigkeit ein 
Das Tier wurde am 695. Versuchstage tot aufgefunden. Fast hihnerei- 
groBer Tumor zwischen Magen und Leber, markigweich, von der Lebe: 
scharf abgesetzt, zentral erweicht, feucht, braunlich blaBrot. Es handelte 
sich um ein spindelzelliges Sarkom mit ausgedehnten Nekrosen und 
vielen GefaBen, die zum Teil keinen eigentlichen Endothelbelag meh: 
zeigten, doch war der Bau der Geschwulst nicht der eines richtigen 
Endothelsarkoms. Stellenweise waren in das Sarkomgewebe kleine 
driisige Bildungen eingeschlossen, so daB man an das Embryonal 
sarkom des Menschen denken kénnte, doch widerspricht dem der nicht 
rundzellige, sondern spindelzellige Bau der Geschwulst. Diagnose 
spindelzelliges Sarkom, auf die Leber iibergreifend (Mesenteria! 
sarkom). Die Obduktion des Tieres ergab auBerdem: Milz vergréBert 
haimosiderotisch, Nieren pseudomelanotisch, Knochen auBerordentlich 
briichig, Nebennieren vollkommen fettfrei. 
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2. Versuche mit WeiSbrot. 

Zahl der Versuchstiere 105. Die Tiere erhielten auBer Weibbrot 
Wasser zur Verfiigung gestellt. Das WeiBbrot wurde ihnen in Form 
on Pillen gegeben. Es stand ihnen im Uberschu8 zur Verfiigung. Die 
langste Beobachtungszeit umfaBte 155 Tage. Zumeist hérte die FreBlust 
schon nach 2 bis 3 Monaten auf. In dieser Zeit zeigten sich St6érungen, 
bei den zu verschiedenen Zeiten durchgefiihrten Versuchen jedoch in 
iuffallend verschiedenem AusmaB. So ereignete es sich, daB bei manchen 
Gruppen (sie bestanden aus je 12 Ratten) bis zu 80° 
scheinungen der A-Avitaminose erkrankten, bei anderen Gruppen 


an den Er- 


war der Prozentsatz der Keratomalazie zeigenden Ratten bedeutend 
veringer (10 bis 25°). In wieder anderen Versuchsreihen fehlten die 
yvenannten St6rungen ganz, dafiir traten dann solche von seiten der 
Haut auf. Ferner trat in manchen Fallen eine leichte Anfalligkeit 
gegentiber Infektionen in den Vordergrund. Bei 5 Tieren stellten sich 
Erscheinungen der B-Avitaminose ein. Es zeigten sich deutliche 
Krampfe, Steilstellung des Schwanzes, Streckkrimpfe der Extremi- 
taten. Die Tiere fielen in einem solchen Krampfanfall oft zur Seite 
oder auf den Riicken und streckten dann die Beine starr in die Luft. 
Vereinzelt wurden auch Laihmungen beobachtet. Von -besonderem 
Interesse waren Falle (3), bei denen die Erscheinungen der A-Avitami- 
nose mit denen der B-Avitaminose kombiniert waren. Bei Verabreichung 
von Hefe léste sich der Krampfzustand. Es trat weitgehende Erholung 
ein. Die Erscheinungen der A-Avitaminose blieben bestehen. Nach 
Verabreichung von Lebertran gingen auch sie zuriick. In einem Falle 
verabreichten wir diesen zuerst. Die eingetretenen Entziindungen an der 
Konjunktiva gingen vollkommen zuriick, wihrend der Krampfzustand 
anhielt. Wir verabreichten dann Hefe, und zwar am 8. Tage des 
Kintritts der Krampferscheinungen. Der Krampfzustand verschwand. 
Ks gelang jedoch nicht, das Tier am Leben zu erhalten; es zing nach 
2'Tagen zugrunde. Uber gleiche Beobachtungen beziiglich des Auf 
tretens von Keratomalazie nach Verabreichung von Wei®brot hat 
kirzlich J. Abelin Mitteilungen gemacht!. Er berichtet ferner iiber den 
KinfluB von Weizen- und Roggenbrot verschieden starker Ausmahlung 
auf das Wachstum von Ratten. Abelin fand, wie zu erwarten, Stérungen. 
Unsere in der erwahnten Richtung gemachten Beobachtungen decken 
sich im wesentlichen mit seinen Erfahrungen. Bemerkenswert ist 
noch die vielfach festgestellte groBe Knochenbriichigkeit. Das Brot und 
insbesondere das WeiBbrot ist, wie mehrfach nachgewiesen, fiir sich 
allein ein durchaus ungeniigendes Nahrungsmittel und wird erst bei 
entsprechender Auswahl der iibrigen Nahrung zum wertvollen Volks- 


! Diese Zeitschr. 215, 162. 1929; Schmiedeb. Arch. 155. 46, 1930. 
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nahrungsmittel. Ks ist von grobem Interesse, daB bei der Ernahrung 
der meisten Vé6lker Nahrungsmittel eine groBe Rolle spielen, die i: 
ihrer Zusammensetzung erhebliche Mangel aufweisen. Es sei in diese) 
Hinsicht auf die Reisnahrung und ferner auf die Brotnahrung hin 
gewiesen. Brot enthalt Eiweibstoffe, die unterwertig sind, weil be 
stimmte EiweiBbausteine fehlen. Auch ist das Mengenverhaltnis. i 
dem die vorhandenen Aminosiuren zugegen sind, offenbar nicht 
giinstig. Dazu kommen dann noch Mangel im Mineralstoffgehalt. 

Weitere Versuche wurden mit Weizen-Schwarzbrot durchgefiihrt 
Auch hier traten St6rungen auf, jedoch in vermindertem Ausmal 
Der héchste Prozentsatz an Keratomalazie war 23°. In der Rege! 
lag der Prozentsatz unter 10°. Auch hier fehlten in mehreren Versuchs 
gruppen alle Erscheinungen der A-Avitaminose. Symptome de! 
B 1-Avitaminose zeigten sich, wie vorauszusehen war, keine, enthielt 
doch das Brot ausreichend Kleie. 

Im Befinden der Ratten war ein deutlicher Unterschied zwischen 
den mit WeiBbrot- und den mit Schwarzbrot ernahrten bemerkba 
Die ersteren waren gegeniiber Infektionen anfialliger. Sie zeigten ferne: 
friiher verminderte FreSlust, vor allem machten sie erheblich viel friihe: 


einen matten Findruck. 


3. Versuche mit®gekochten Kartoffeln. 

Die Zah] der Versuchstiere betrug 78. Die Nahrung wurde den 
Tieren im UberschuB zur Verfiigung gestellt. Je nach dem Alter de: 
Tiere wurden 30 bis 80 g Kartoffeln aufgenommen. Die langste Beob 
achtungszeit umfaBt 14 Monate. Das Korpergewicht der Tiere stieg 
insbesondere bei den jiingeren fortlaufend an, um dann iiber viele Wochen 
hindurech annahernd konstant zu bleiben. Die Versuche kamen in dei 
Regel dadurch zum AbschluB, daB der Appetit nachlieB. Die Tiere 
verloren im AnschluB an die verringerte Nahrungsaufnahme an Gewicht 
Abgesehen von vereinzelten Fallen von Kkzemen, voriibergehende: 
Konjunktivitis (sechs Faille), ergaben sich keine besonderen Er 


scheinungen. 


4. Versuche mit rohem Pferdefleisch. 

Verabreicht wurden 30 g fein gehacktes, rohes Fleisch. Es wurde 
den Tieren im Uberschu8 zur Verfiigung gestellt. Die lingste Beob 
achtungszeit umfaBt 720 Tage. Es stellten sich verschiedene Stoérungen 
ein. In 25% der Fille zeigten sich Entziindungen der Haut mit Bildung 
von Geschwiiren. Sie heilten wieder ab, kamen aber immer wieder 
zum Vorschein. Andere Versuchstiere blieben von diesen Erscheinungen 
verschont. Mehrfach wurden Erscheinungen der B 1-Avitaminos¢ 
beobachtet. Es kam zwar nicht zu ausgesprochenen Krampferschei 
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nungen, jedoch zu humpeludem Gang, Schragstellung des Kopfes, 
ferner wurden Lahmungen festgestellt. Durch Verabreichung von 
Hefe wurden diese Symptome giinstig beeinfluBt. In keinem Falle 
wurden Erscheinungen der A-Avitaminose beobachtet. In drei Fallen 
von 48 Versuchstieren) wurde eine allgemeine Staphylokokken- 
infektion festgestellt. Es zeigten sich, namentlich in der Leber, kleine 
Abszesse. In einem Falle wurde bei der Sektion im Abdomen eine 
gréBere cystische Geschwulst aufgefunden; sie bestand ganz aus dick- 
fliissigem, griinlichem Eiter. Es lieB sich nicht feststellen, was die 
Ursache der Infektion war. Im iibrigen waren die ,,Fleischratten’’ 
auBerordentlich lebhaft und ungew6éhnlich bissig. Fast in allen Fallen 
war die Schilddriise mehr oder weniger stark vergr6Bert !. 


Wie aus den vorstehend mitgeteilten Beobachtungen hervorgeht, 
wurde die Bildung von Tumoren hauptsichlich dann beobachtet, wenn 
Milch- Reis zur Verfiitterung kam. Bei der Verabreichung von Brot, das 
sich als unzureichend erwies, wenn es die einzige Nahrung bildete, kam 
es wohl zu ausgesprochenen Stérungen, nicht aber zur Geschwulst- 
bildung. In der Annahme, daB jede an bestimmten Vitaminen unter- 
wertige Nahrung und insbesondere solche, in der Mangel an Vitamin A 
herrscht, in Beziehung zur Entwicklung von Geschwiilsten stehen 
kénnte, wurde der Versuch unternommen, durch bestimmte Zulagen 
zu WeiBbrot das Leben der Tiere zu verlingern. Verwendet wurde 
Milch, die 1/, Stunde lang im Autoklaven auf 100° erhitzt worden war. 
Von dieser Milch fiigten wir zu Brot 10 bis 25 ccm. In einzelnen Fallen 
wurde Lebertran (0,5 ccm) und in anderen Trockenhefe (0.5 g) hinzu- 
gegeben. Die Zahl der Versuchstiere war eine beschrankte, insgesamt 
32 Tiere. Es gelang, sie bis zu 1 Jahr am Leben zu erhalten. Zumeist 
zeigten sich jedoch schon nach 5 bis 6 Monaten Stérungen. Neben 
Keratomalazie bei reiner Brot-Milchnahrung kam es zu Veranderungen 
der Haut: Geschwirbildung, struppiges, unsauberes Fell. Von den 
Tieren, die nur Milch und Brot erhielten (12 Ratten), zeigten drei kleine 
Tumoren, und zwar handelte es sich auch hier um Spindelzellensarkome. 
Ausgangspunkt war zweimal das Mesenterium. In einem Falle sab 
der Tumor in der Leber. In einem weiteren Fall war eine in ihrer Art 
nicht vollkommen geklarte Wucherung in der Lunge vorhanden. Zwei 
Tiere besaBen kleine Blasensteine. In zwei Fallen waren deutliche 
Erscheinungen des Skorbuts, kombiniert mit den Symptomen der 
A-Avitaminose vorhanden. Es zeigten sich Geschwiire im Darmkanal, 
ferner Blutungen im Zahnfleisch, die Zihne waren gelockert. Leider 


' Vgl. hierzu auch Watson, Quart. Journ. of exper. physiol. 5, 1913; 
zitiert nach R. Jaffé, Anatomie u. Pathologie d. Spontanerkrankungen 
der kleinen Laboratoriumstiere. S. 356. Berlin, J. Springer, 1931. 
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wurde der Zustand der Tiere erst bei der Sektion festgestellt. Dir 
Ratten, die Geschwiilste aufwiesen und die wegen grobem Schwach« 
zustand getétet wurden, waren 9 bis 12 Monate im Versuch. B« 
Versuchsbeginn waren sie 8 bis 14 Monate alt. 

Es seien schlieBlich noch einige Beobachtungen an Meerschweinch: 
mitgeteilt, die mit Hafer und Milch, die im Autoklaven 1 Stuncd 
lang bei 100° erwarmt worden war, ernahrt wurden. Versuch: 
mit kiinstlich zusammengesetzten Nahrungsgemischen Skorbut he 
vorzurufen, hatten wohl Erfolg, jedoch war der Verlust an _ ve 
hungernden Tieren groB. Es gliickte nimlich nicht immer, die genannt: 
Nahrung zur Aufnahme zu bringen. Vielfach wurde sie tiberhaupt 
nicht genommen, oder wenn sie zur Aufnahme kam, dann = wurc 
diese nach wenigen Tagen vollkommen eingestellt. Die Hafer-Milch 
nahrung dagegen wurde gefressen. Die ersten Symptome trate: 
nach 12 bis 18 Tagen auf. Als erstes Anzeichen wurde vermindert: 
und zugleich miihsame Nahrungsaufnahme festgestellt. Es ergab sic} 
als Ursache leichte Lockerung der Zabne, Schwellung des Zahnfleische~ 
und kleine Blutungen in diesem. In der Folge kamen dann die iibrigen 
bekannten Symptome des Skorbuts zum Vorschein. Der Grund, wesha!! 
dieser Versuch hier gedacht ist, ist folgender. Es kam bei Verwendung 
von 150 bis 250g schweren Meerschweinchen wiederholt zur Aus 
bildung von Magen- und Darmgeschwiiren. Aus nicht feststellbare: 
Ursachen ereignete es sich, daB zuweilen in Gruppen von 12 Mee: 
schweinchen kein einziges Tier die genannte Stérung zeigte, wahrend 
in anderen bis zu 80° Geschwiire im Magen- und Darmkanal aufwiese! 
Auf Zugabe von Fruchtsaften (Zitronen-, Orangen- und Himbeersaft 
gingen die Geschwiire auffallend rasch zuriick, sofern rechtzeitig mit 
der Behandlung eingesetzt wurde. Das Vorhandensein von Geschwirei 
wurde —- allerdings nicht in allen Fallen (in diesen bei der Sektion) 
am Auftreten von Blut in den Fazes festgestellt. Es ware ohne Zweife! 
zweckmaBig, wenn bei Versuchen iiber Skorbut regelmaBig daraui 
geachtet wiirde, ob in jenen Blut vorhanden ist. 


Zusammenfassung. 

Vergleichende Versuche an normal ernahrten Tauben und Ratten 
und an solchen Tieren, bei denen Vitaminmangel bestand, ergaben die 
erheblich viel hdhere Widerstandsfahigkeit der ersteren Tiere gegeniibe: 
den letzteren. Die bei weitem schwersten Erscheinungen nach erfolgte: 
Infektion beobachteten wir bei Mangel an A-Vitamin. In bezug aut 
die Anfalligkeit folgt dann die B-Avitaminose. Bei der C- und D-Avita 
minose war die Zahl der Erkrankungen geringer. 

Bei Fehlen von Vitamin A, B-Komplex, Vitamin C und D finden 
sich nach mehr oder weniger langer Zeit mehr oder weniger au 
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vesprochene Veranderungen in den Geschlechtsdriisen. Am geringsten 
waren sie bei Vitamin C-Mangel. Die starksten Stérungen beobachteten 
wir bei Vitamin A-Mangel. Es wird das daraus geschlossen, daB ein 
reil der geheilten Mannchen steril blieb. Trat nach Ausheilung der 
Krscheinungen der A-Avitaminose durch Zufuhr von Vitamin A ent- 
haltendem Material wieder Fortpflanzungsfihigkeit ein, dann verging 
bis zu diesem Zeitpunkt in der Regel eine lingere Zeit als bei jenen 
Tieren, bei denen B-, C- oder D-Avitaminose bestanden hatte. Be- 
merkenswert ist, daB unter den Nachkommen von Tieren, bei denen 
eine Avitaminose bestanden hatte, erheblich mehr Weibchen als Mann- 
chen vorhanden waren. 


Von den bei ausschlieBlicher Verabreichung bestimmter Nahrungs- 
mittel erhaltenen Ergebnissen seien die folgenden besonders hervor- 
gehoben: 


1. Versuche an Tauben. Bei Verfiitterung von Weizen-Weifbrot 
wurde mehrfach der Zustand der B-Avitaminose festgestellt (Tem- 
peraturabfall, Krampfe usw.); ferner kam es wiederholt zur Aus- 
bildung der charakteristischen Erscheinungen der A-Avitaminose. 
sei Verabreichung von Weizen- und Roggen-Schwarzbrot wurden 
wahrend der Beobachtungsdauer, die sich bei Versuchen mit der 
letzteren Brotart; bis auf 2 Jahre erstreckten, keine besonderen Er- 
scheinungen festgestellt. 


Bei den mit Milch gefiitterten Tauben beobachteten wir vereinzelt 
die Erscheinungen der B-Avitaminose. Es kam sehr stark der ver- 
schiedene Gehalt der verabreichten Milch an Vitaminen zum Ausdruck. 
Ferner ergaben sich bedeutende individuelle Unterschiede im Verhalten 
der Tiere. Manche waren nach mehr als zweijahriger ausschlieBlicher 
Ernéhrung mit roher Kuhmilch noch im besten Zustande. Bei einem 
Versuchstier erfolgte nach 28 Monaten ein schwerer Krampfanfall. 
Praktisch ist von erheblicher Bedeutung, daB im Handel befindliche 
Milch in den Wintermonaten so minderwertig sein kann, daB bei aus- 
schlieBlicher Verabreichung von solcher schwerste Stérungen eintreten, 
und zwar beobachteten wir Erscheinungen der A-, B- und auch C-Avita- 
minose. Bei Verabreichung von gekochter Kuhmilch wurden im wesent- 
lichen die gleichen E:fahrungen gemacht wie bei Ernahrung mit roher. 
Bei Versuchen mit roher Ziegenmilch wurden keine besonderen Befunde 
erhoben. Aus aéuBeren Griinden konnten die Versuche mit dieser nicht 
liber 11/, Jahre hinaus durchgefiihrt werden. Bei der Priifung der Frage, 
inwieweit Milch als Zulage zu poliertem Reis imstande ist, das Auf- 
treten der Symptome der B-Avitaminose zu verhindern bzw. deren 
Eintritt zu verzégern, ergab sich, daB rohe Ziegenmilch roher Kuhmilch 
etwas tiberlegen war. Wurde gekochte Ziegenmilch als ausschlieBliche 
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Nahrung verabreicht, dann ergaben sich haufig insofern Stérungen 
als Erbrechen eintrat. Wurden ausschlieBlich gekochte Kartoffeln gegeben 
dann wurden in den meisten Fallen nach 4 bis 16 Monaten Stérunge: 
beoabchtet, und zwar von seiten der Herz- und Atemtitigkeit. Mehrfac! 
wurden auch Lahmungen festgestellt. Krampfe traten nie auf. Wiede: 
holt wurden auch Stérungen von seiten der Hautgebilde beobachtet 
Wurden die Kartoffeln im Autoklaven 8 Stunden lang auf 100° erwarmt 
dann trat trotz guter Aufnahme des Futters standiger Gewichtsverlust 
ein. Mehrfach wurden Lahmungen beobachtet. In einzelnen Fallen 
kam es zu Krampferscheinungen. Wahrend es fast ausnahmslos gliickte 
die bei Reistauben auftretenden Krampferscheinungen mit unte: 
gewohnlichen Bedingungen gekochten Kartoffeln erfolgreich zu be 
kimpfen, waren die autoklavisierten Kartoffeln wirkungslos. Bei 
ausschlieBlicher Verabreichung von roher und gekochter Pferdelebe: 
wurden Erscheinungen von seiten der Haut beobachtet (Ekzem 
struppiges Gefieder). 

2. Versuche an Ratten. Bei Verabreichung von Milch- Reis stellten 
wir bei einem auffallend hohen Prozentsatz der Tiere Tumoren fest 
und zwar handelte es sich zumeist um Sarkome. Wiederholt wurden 
auch Blasensteine aufgefunden. Vereinzelt stellten wir pellagraahnliche 
Erscheinungen fest. Die Tiere erreichten haufig bei ausschlieBliche: 


Ernahrung mit Milch-Reis ein hohes Alter. Bei Verabreichung von 
Weizen-WeiBbrot wurden in einem hohen Prozentsatz der Falle KE: 
scheinungen der A-Avitaminose beobachtet; auch solche der B-Avita- 


minose wurden festgestellt. In einzelnen Fallen waren die Erscheinungen 
beider Avitaminosen kombiniert. Bei ausschlieBlicher Verabreichung 
von Weizen-Schwarzbrot kam es auch vereinzelt zu Keratomalazic 
Erscheinungen der B-Avitaminose fehlten vollstandig. Im Befinden 
der mit Weizen-WeiBbrot und -Schwarzbrot ernaihrten Ratten zeigten 
sich erhebliche Unterschiede. Die mit der ersteren Nahrung versehenen 
Tiere waren Infektionen gegeniiber anfalliger. Sie zeigten ferner friihe: 
verminderte FreBlust; ferner machten sie erheblich viel friiher einen 
matten Eindruck. Es stellte sich mit der Zeit Appetitmangel ein 
Wurden Ratten ausschlieBlich mit rohem Pferdefleisch gefiittert, dann 
zeigten sich bei einzelnen Tieren Erscheinungen von seiten der Haut 
(Bildung von Geschwiiren). Vereinzelt kam es zu Symptomen der 
B,-Avitaminose. SchlieBlich wurden noch Versuche mit Milch und 
Brot durchgefiihrt. Die Milch wurde 1/, Stunde lang im Autoklaven 
auf 100° erhitzt. Es ergaben sich bei manchen Tieren St6rungen. So 
wurde Keratomalazie beobachtet; ferner traten Veranuderungen de! 
Haut auf (Geschwiirbildung. struppiges Fell). Es wurden ferne: 
Spindelzellensarkome beobachtet. Vereinzelt traten Symptome de! 
C-Avitaminose in Erscheinung. 
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Bei Versuchen tiber Skorbut bei Meerschweinchen wurden wieder- 
holt Geschwire im Magen-Darmkanal beobachtet, die auf Zugabe 
yon Fruchtsaften rasch ausheilten. 


Hervorgehoben seien noch die auffallend groBen individuellen 
Unterschiede im Verhalten der einzelnen Tiere gegeniiber den genannten 
Nahrungsmitteln. 


Die Mittel zur Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit verdanke ich dem 
Herrn Reichsminister fiir Erndhrung und Landwirtschaft. Es sei ihm auch 
an dieser Stelle fiir deren Gewihrung der herzlichste Dank ausgesprochen. 
Von den technischen Hilfsassistentinnen, die bei der Durchfiihrung der 
Versuche beteiligt waren, seien diejenigen der letzten Jahre genannt und 
ihnen fiir ihre Mitarbeit gedankt: Frl. K. Thon, J. Wiegand und L. Hiine. 


Sts 


Uber die Peptisation von Eisenoxyd durch Eiweisstoffe. 


Von 


H. Freundlich und G. Lindau. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 16. Mdrz 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 

In zwei friiheren Arbeiten! haben wir die Erscheinung der Sensi 
bilisierung und Schutzwirkung untersucht, und zwar _ insbesondere 
am Beispiel der Wechselwirkung zwischen Eiweibstoffen und Eisen- 
hydroxydsol. Wir gewannen dabei den Eindruck, da es sich bei det 
Sensibilisierung wesentlich um einen chemischen Vorgang handele, 
und zwar um eine Reaktion zwischen dem EiweiB und dem Eisensalz, 
das als aktiver Elektrolyt die Bestandigkeit des Eisenoxydsols bedingt 
Diese Anschauung stimmt durchaus mit einer schon vor langerer Zeit 
von Peskow? vertretenen und gepriiften iiberein, die uns erst in der 
Zwischenzeit bekannt geworden ist. Fiir die Schutzwirkung schien 
uns dagegen nach wie vor die Auffassung am zweckmiabigsten, dal} 
das lyophile Kolloid in gréBerer Konzentration von den Einsenoxyd 
teilchen adsorbiert werde und sie véllig umhiulle. Bei diesen Unter- 
suchungen bewahrte sich vielfach ein Vergleich des Kisenoxydsols 
mit den Suspensionen fein verteilter EKisenoxydteilchen, insbesondere 
stellte sich heraus, daB zwischen der Schutzwirkung des FiweiBes auf 
das Sol einerseits, seiner peptisierenden Wirkung auf das Eisenoxyd 


1 H. Freundlich u. G. Lindau, diese Zeitschr. 208, 91, 1929; G. Lindau. 
ebendaselbst 219, 385, 1930. 

2 Peskow, Journ. d. Russ. Physik.-chem. Ges. 49, 1, 1916;  zitiert 
nach Centralbl. 1924, I, 1010; Peskow u. Ssokolow, Journ. d. Russ. Physik 
chem. Ges. 58, 823, 1926; zitiert nach Centralbl. 1927, I, 1133. 
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andererseits ein unverkennbarer Zusammenhang besteht. Es schien 
nun lohnend, bei diesen gut charakterisierten Suspensionen einige 
weitere Versuche durchzufiihren. 


Il. 

Die wenigen damaligen Versuche betrafen in erster Linie die 
\bhangigkeit der Peptisation von der Eiweibkonzentration. Wie 
immer bei Gebilden, an denen Proteine beteiligt sind, war es ndétig, 
hier noch den Einflu8 der H’-lonenkonzentration naher zu untersuchen!, 


Die Versuchsmethodik war die gleiche wie in unseren damaligen Ver- 
suchen. Wir benutzten vorwiegend ein Eisenoxyd reinst der Firma Kahil- 
baum, das mehrfach mit destilliertem Wasser ausgekocht wurde, um 
Elektrolytspuren moglichst vollstandig zu entfernen. Es wurde fiir einige 
Versuche noch besonders fein gepulvert, doch war der EinfluB der Teilchen- 
groBe in diesem Falle nicht erheblich. Als Eiweifstoff benutzten wir in 
erster Linie ein Eieralbumin pulverisiert der Firma Merck, das sich als 
besonders geeignet erwies. Es wurde elektrodialytisch in der friiher be- 
schriebenen Weise gereinigt. eine dabei auftretende Globulinfallung wurde 
abzentrifugiert. Die Gehaltsbestimmung geschah refraktometrisch. Eine 
refraktometrische Eichkurve gewannen wir durch Messung einer Ver- 
diinnungsreihe einer Lésung, deren Konzentration durch eine Trocken- 
gewichtsbestimmung ermittelt wurde. Die H’-lonenkonzentration 
variierten wir anfangs durch Zusatz von Natriumacetat-Essigsiurepuffer 
(im Bereich vom px 3,5 bis 6). Spater schien es uns einfacher und sauberer, 
dasselbe durch Zugabe von Salzséiure bzw. Natronlauge zu _ erreichen. 
Die Versuchsergebnisse waren in beiden Fallen voéllig gleich; aber wir ge 
wannen im zweiten Falle eine gréBere Variationsméglichkeit des py. Fiir 
einige Versuche wurde Gelatine verwendet. Das Priiparat war eine Gelatine 
Goldetikett Extra von Merck, die wir ohne weitere Reinigung verwendeten. 
Im allgemeinen arbeiteten wir mit einer stets etwa gleichen Konzentration 
EiweiB, die ungefahr 0,2 bis 0,4°, betrug. Je 10 bis 20 cem der Lésungen 
wurden in Schlifflaschen mit 1 bis 2g Fe,O, 1 bis 2 Tage geschiittelt, 
dann zentrifugiert und filtriert. Die Aziditaét wurde meist nach der Pepti- 
sation mit der Chinhydronelektrode gemessen. Im alkalischen Cebiet 
sind die py-Werte gré8er als 8 meist nur geschatzt, da, wie sich spiter zeigen 
wird, es hier auf feinere Unterschiede nicht ankommt. 


Es ist bekannt, daB Eisenoxyd auch durch Saure allein in er- 
heblichem Mabe peptisiert wird. Will man also die Wirkung des Eiweibes 
auf das Oxyd eindeutig bestimmen, so wird man méglichst den Einflu8 
der Saéure allein auszuschalten haben. Es schien deshalb wichtig, die 
Grenze festzulegen, bis zu der man bei dem von uns verwendeten 
Kisenoxyd gehen kann, ohne dal die Saurepeptisation sich stérend 
bemerkbar macht. Wir stellten deshalb zunachst Versuche ohne Eiweib 


1 Neuere, noch unverd6éffentlichte Versuche von P. v. Mutzenbecher 
zeigen ebenfalls wieder den auBerordentlichen EinfluB der Aziditét auf 
die Bestandigkeit von Eisenhydroxydsol-EiweiBgemischen. 
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mit variierter Salzsiiure- bzw. Natronlaugekonzentration an. um 
Peptisationsgrenzen zu bestimmen. Im sauren Gebiet war bei pa a 
bereits eine erhebliche Peptisation vorhanden, bei 4,3 nicht me! 

so da man als Grenze etwa ein px von 4 setzen konnte. Bei einen 
entsprechenden Versuch mit dem erwaihnten Puffergemisch lag die 
Grenze zwischen px 3,6 und 4,4, also an der gleichen Stelle. Ub 
raschenderweise fanden wir auch im alkalischen Gebiet eine sovgar ( 
recht erhebliche Peptisation bei einem pu, das sich aus der Konzentrati 

der Natronlauge zu 11,7 errechnete, so das man hier als — kritische 
Schwelle etwa px Ll setzen kann. Eine alkalische Peptisation |x 

einem solchen wasserfreien Priparat ist, soweit wir sehen, bisher noc! 

nicht festgestellt oder untersucht worden. Man wird annehmen miissen 

da sich unter der Wirkung des Alkalis an der Teilchenoberflic!) 
Ferrit- oder Ferratkomplexe bilden, in denen also das Eisen als elektro 
negativer Bestandteil auftritt. Die Resistenz des Oxyds gegen die 
dispergierende Wirkung von Saure oder Alkali hingt von = dessen 
Struktur in weitestem Mabe ab. Je gréber bzw. kristalliner das Produkt 

ist, desto weiter ist der Bereich, in dem keine Peptisation stattfincet, 
besonders scheint, wie einige orientierende Versuche an anderen 


Priparaten uns zeigten, die alkalische Grenze sich ganz erheblich zu 


verschieben. Fiir das von uns verwendete Praparat laBt die verhaltnis- 
mabig enge pxu-Zone, in der keine Peptisation auftritt, auf eine im 
ganzen recht leichte Peptisierbarkeit, d. h. eine verhaltnismaBig lockere 
Struktur des Oxyds schlieBen, eine Eigenschaft, die das Praparat fiu 
Peptisationsversuche mit Eiweif besonders geeignet erscheinen lie’. 


Tabelle I. 
Peptisation von Fe,O, durch Eieralbumin bei variiertem pu. 


Je 2g Fe,O, 24 Stunden geschiittelt mit 20 cem Albuminlésung von 0,3 
Albumingehalt. 








Peptisierte Menge Peptisierte Menge 
PH Fe. QO, in g/Liter Pu Fes O 3 in giLiter 
3,25 0,49 5,95 0,37 
3,87 0,48 6,18 0,33 
4.80 0,00 6,45 0,40 
5,56 0,14 7,37 0,40 
5,75 0,20 8.40 0,83 | 
SI 
Tabelle I zeigt das Ergebnis eines quantitativen Versuchs mit F 
Kieralbumin. Die Proben wurden nach Zentrifugierung und Filtration t] 
Pe 
gravimetrisch auf ihren Eisengehalt analysiert. Die Peptisate haben e 
eine braunlich-rote Farbe, die véllig der von Eisenoxydsolen gleicht, sind h 
in der Durchsicht klar und setzen erst im Laufe von Tagen allmahlich P 


ab. Das ultramikroskopische Bild laBt auf eine auBerordentliche Gleich- z 
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tigkeit der TeilchengréBe schlieBen. Eine etwaige Zersetzung des 
im Peptisat befindlichen Albumins laBt sich am Geruch auch nach 
wochenlangem Stehen nicht wahrnehmen. Bevor wir auf die Einzel- 
heiten des Ergebnisses eingehen, sei in Tabelle Il eine zweite, quali- 
tative Versuchsreihe wiedergegeben, sowie in Abb. 1 die erhaltenen 
Peptisate. Die Reihenfolge der Glaser von links nach rechts entspricht 
dem Gang der Aziditit vom sauren ins alkalische Gebiet. 


Tabelle 11. 
Peptisation von Fe,O, durch Eieralbumin. 


Je 2g Fe,9,, 20 cem Albuminlésung 0,2 








Pu Peptisationsgrad Pu Peptisationsgrad 
2 67 f 6.69 
3.10 bof 6.70 
3.94 +. + 6.75 
4.50 (+) 6.90 
4.70 8.29 
5.80 +. + etwa 10,00 


PoouUeeneeee 











Abb. 1. 


In beiden Tabellen und besonders anschaulich in der Abb. 1 zeigt 
sich deutlich die Tatsache, daB das Albumin in seinem isoelektrischen 
Punkt keinerlei Peptisationswirkung hat. Rechts und links davon 
tritt eine solche schon in geringer Entfernung von dem py der iso- 
elektrischen Reaktion (4,6 bis 4,8) auf, und nimmt nach beiden Seiten 
hin betrachtlich zu. Die ausgezeichnete Stellung des isoelektrischen 
Punktes in der Reihe kann als Beweis dafiir gelten, daB in dem Gebiet 
zwischen pu 4 und 10 lediglich das EiweiB die Peptisation hervorruft, 
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nicht auch die sonst in der Lésung vorhandenen Ionen. Wiirde m 
annehmen, da vielleicht primar gebildete Ferriionen oder Fer: 
komplexe mit dem Eiwei}S reagieren, so wire das merkwiirdige Vi 
schwinden der Peptisation im isoelektrischen Punkt nicht zu erklar 
Dab es auf die iibrigen Ionen nicht ankommt, zeigt auch die Tatsache, dais 
wir in Gegenwart von Pufferlésungen ein vollstandig identisches k; 
gebnis erhielten. Infolge der Lage des isoelektrischen Punktes und de; 
der Peptisationsgrenze fiir Siure allein, die bei etwa px 4 liegt, ist div 
Zone links vom isoelektrischen Punkt, in der eine Wirkung des Eiweibes 
allein mit Sicherheit anzunehmen ist, nur auBerordentlich schma| 
Wesentlich breiter ist die alkalische Zone, die praktisch bis zur Stabili 
tatsgrenze des Albumins (po = 9) reicht. In diesem ganzen Gebie+ 
hat man es also lediglich mit einer Wechselwirkung zwischen dem 
ionenfreien Eisenoxyd und dem Albumin bzw. dessen Tonen zu tun 
Der fiir die Peptisation wesentliche Primarvorgang ist zweifellos die 
Adsorption. Aber es ist nicht so, daB je starker die Adsorption, um so 
starker auch die Peptisation ist. Denn nach den Versuchen von Hitchcock! 
und von Httisch, Domontowitsch und v. Mutzenbecher® scheint die Ad- 
sorbierbarkeit des EiweiBes in seinem isoelektrischen Punkt maximal zu 
sein. Auch wir konnten fiir das isoelektrische Eiweif eine erhebliche Ad- 
sorption am Eisenoxyd feststellen. Sie diirfte auch in den anderen 
pu-Gebieten in recht erheblichem Mabe vorhanden sein, wie sich aus 
dem Aufhéren der Schaumbildung nach dem Schiitteln bei kleinen Eiweil3- 
konzentrationen nachweisen lieB, sowie auch aus den py-Anderungen nach 
dem Schiitteln im ungepufferten System, die immer in Richtung nach der 
neutralen Reaktion gehen. Zu genaueren Messungen der Adsorption 
bei variierter Wasserstoffionenkonzentration, die zweifellos eine Unter- 
suchung lohnte, fehlte leider die Zeit. Die Peptisation hat andererseits 
im isoelektrischen Punkt ein Minimum. 

Es lag nahe, den Grund fiir das Verhalten des Albumins in seinem 
Dissoziationszustand zu suchen und das Peptisationsvermégen als 
diesem symbat anzunehmen. In der Tat ist fiir jeden Peptisations- 


1 Journ. gen. Phys. 8, 61, 1925. 

2 Naturw. 18, 447, 1930. Es scheint sich auch fiir L6sungen der Eiweu 
stoffe die haufig beobachtete RegelmaBigkeit zu bestatigen, daB die Ad 
sorbierbarkeit um so gréBer ist, je kleiner die Oberflachenspannung de 
betreffenden Lésung ist. So fand Jermolenko (Kolloidzeitschr. 48, 141, 1929), 
daB bei Gelatine in ihrem isoelektrischen Punkt die Oberflachenspannung 
ein Minimum erreicht. Das gleiche fanden Caro und Laporta (Rend. Acad 
Scienze Fisiche mat. napoli Serie 4a, 35, 171, 1929) fiir Serum- und Eieralbumin 
Auch Untersuchungen von Y.Fu und H. Wu an Eieralbuminen zeigten 
dasselbe Minimum des ¢ im isoelektrischen Punkt (Proc. Soc. Exper. Bio! 
and Med. 27, 878, 1930). Allerdings finden sich bei anderen Autoren ab 
weichende Ergebnisse (Johlin, Journ. of biol. Chem. 87, 319, 1930). 





koa 
Ion 
Det 
sola 
bed 
alk: 
zun 
stel 
ibe: 
Fe" 
chet 
sati 
Mar 
voll 
bilis 
habe 
dad 


GeWe 
sens 


Lini 





em 

Ferri 

> Ve I- 
are 
e, dal 
2s E1 
id der 
ist die 
welbes 
‘hmal 
tabili- 
rebiet 
. dem 
1 tun 
Os die 
um so 
heock! 
e Ad- 
nal zu 
ye Ad- 
deren 
h aus 
iweil}- 
pnach 
*h der 
‘ption 
™nter- 
rseits 


>jnem 
n als 
tions- 


well 
p Ad 
g det 
1929), 
nung 
Acad 
umin 
“igten 
Bio! 
n ab 





Peptisation von Eisenoxyd durch EiweiBstofte. 175 


vorgang eine Aufladung der Teilchen erforderlich. Ebenso wie bei der 
Saurepeptisation die in der Oberflache gebildeten Fe™’-lonen aufladend 
wirken, sind es hier die EiweiBanionen bzw. -kationen. Der prinzipielle 
Unterschied in beiden Fallen besteht nur im Primarvorgang der 
Ionenbildung in der Oberfliche, der in dem einen Falle auf einer chemi- 
schen Reaktion, im anderen auf einer Adsorption beruht. Im zweiten 
Teil dieser Arbeit wollen wir versuchen, fiir diese Auffassung einen 
weiteren Beweis zu erbringen. Eine wesentliche Stiitze unserer Vor- 
stellung sind die Ergebnisse der Versuche im sauren Gebiet. 

Wie Tabelle Il und Abb. 1 zeigen, nimmt die peptisierte Menge 
mit steigender Aziditat vom isoelektrischen Punkt aus zunachst zu, 
erreicht ein Maximum, um dann wieder abzunelmen, bei noch héherer 
\ziditat (etwa pu 2,5) sogar ganz zu verschwinden. Wir fanden auf 
Grund unserer Versuche mit Saéure allein die Peptisationsgrenze, d. h. 
die Aziditat bei der Fe’-lonen in merklicher Menge gebildet werden, 
bei einem px von 4. Diese Tatsache erklart in einfacher Weise das 
eigentiimliche Verhalten der EiweiBpeptisation im sauren Gebiet. Es 
ist sowohl aus den Arbeiten anderer Autoren! wie unseren friiheren 
Untersuchungen bekannt, da Fe’-Ionen mit Albumin unter Bildung 
koagulabler Komplexe zu reagieren vermégen, ja, da héhere Fe’- 
Ionenkonzentrationen ausreichen, um das Fiweif allein zu koagulieren. 
Der Anstieg der Peptisation links vom isoelektrischen Punkt ist zunichst, 
solange noch keine Fe’-Ionen gebildet werden, lediglich durch das Fiweil} 
bedingt und unterscheidet sich nicht von dessen Wirkung auf der 
alkalischen Seite. Werden nun durch die Séure bei weiterer Aziditits- 
zunahme Fe"’-Ionen gebildet, so kann die Peptisation zunichst weiter 
steigen. Die Wirkungen von Eiweif und Saure iiberlagern sich. Es tritt 
aber dabei notwendig zu einem Teile eine Wechselwirkung zwischen 
Fe und EiweiB ein. Mit wachsender Menge von Fe™’-Ionen wird diese 
chemische Wechselwirkung immer starker, bis schlieBlich die Pepti- 
sation vollig aufhért, weil die Fe ™'-Ionen das Eiweif koagulieren. 
Man sieht, daB in dieser Zone die Verhaltnisse nach dem eben Gesagten 
vollig analog denen sind, die wir friiher als entscheidend fiir die Sensi- 
bilisierung vbn Eisenhydroxydsolen durch Eiweibstoffe angesehen 
haben: das EiweiB reagiert mit dem Eisensalz und _ beeintrachtigt 
dadurch seinen peptisierenden EinfluB auf die Oxydteilchen. 

Dementsprechend miBte man annehmen, dab die in saurer Lésung 
gewonnenen Peptisate auch in ihrem kolloidchemischen Verhalten mit 
sensibilisierten Fe,O,-Solen eine groBe Ahnlichkeit aufweisen, in erster 
Linie also koagulabel sein miiBten. Wir stellten mit einigen der in 


1 Buchner, Fitticas Jahrb. 36, 1135, 1882; Pauli u. Flecker, diese Zeite 
schr. 41, 740, 1912. 
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Tabelle Il wiedergegebenen Peptisaten Koagulationsversuche — mit 
NaClan. Es wurde jeweils 1 ccm des Peptisats mit 1 cem Na Cl-Lésung 
verschiedener Konzentration versetzt und der Koagulationswert na 
24stiindigem Stehen ermittelt. 


Tabelle III. 


Koagulationswerte von Peptisaten in Abhangigkeit 
von ihrer Aziditat. 





Koagulationswerte 
Pu in Millimol NaCl/Liter nach 
Verdiinnung durch das Sol 


2,67 150 
3,10 60 
3,94 nicht koaculabel 


Das erwartete Verhalten ist in der Tat vorhanden. Der Koagula- 
tionswert des Peptisats von py 2,67 liegt héher, da dessen Konzentration 
bereits recht gering ist, also sicher ein groBer Teil des Albumins schon 
ausgefallt worden ist. Man erkennt sehr deutlich, wie die ,,Sensibili- 
sierung’: bei einem px kleiner als 3,9 recht erheblich wird, wahrend 
zwischen 3,9 und 4,6 die peptisierende Wirkung des EiweiBes allein 
maBgebend ist. 

Stellen diese Versuche also einerseits eine eindringliche Bestatigung 
unserer Auffassung des Sensibilisierungsvorganges dar, so zeigt sich 
andererseits auch hier der prinzipielle Unterschied zwischen der Wirkung 
des EiweiBes auf das ionenfreie Eisenoxyd und der auf Fe’ ’-Lonen- 
haltige Systeme. In den px-Gebieten rechts vom _ isoelektrischen 
Punkt lieB sich in keinem Falle eine Koagulierbarkeit feststellen, hier 
liegen also ideale ,,geschiitzte‘‘ Sole vor. Man hatte eine merkliche 
Elektrolytempfindlichkeit erwarten miissen, wenn es auch hier auf 
eine Reaktion mit ionisiertem Eisen ankime. Es sind diese Versuche 
deswegen so iiberzeugend, weil die Systeme derart vereinfacht sind, 
daB man es mit leicht iibersehbaren Verhaltnissen zu tun hat. 


Die ,,geschiitzten‘‘ Peptisate zeigen iibrigens auch in ihrem chemi- 
schen Verhalten sehr typische Merkmale, die denen geschiitzter Sole 
(wie z. B. des Liqour Ferri Albuminati) véllig gleich sind. Sie sind 
bestandig gegen Erwirmung, gegen Elektrolyte und Alkoholzusatz 
und lassen sich im Vakuum vollig eintrocknen und reversibel wieder 
auflésen. Im stark alkalischen Gebiet scheint die EiweiBwirkung 
und die des Alkalis nebeneinander zur Geltung zu kommen. Es ware 
unwahrscheinlich anzunehmen, daB hier wie im sauren Gebiet eine 
entsprechende Reaktion des Albumins mit den durch das Alkali ge- 
bildeten Ferraten oder Ferriten eintritt, denn in diesem Gebiet liegt 
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ja das EiweiB ebenfalls als Anion vor. Man sollte demnach erwarten, 
daB solche Peptisate teilweise koagulierbar sind, da der durch Alkali 
peptisierte Anteil gegen Elektrolyte nicht stabil ist. In der Tat konnten 
wir eine derartige partielle Koagulation beobachten, doch wurde sie 
nicht naher untersucht. 

Es schien uns notwendig, die Untersuchung auch auf andere 
KiweiBstoffe auszudehnen. Wir wahliten Gelatine, weil deren Schutz- 
wirkung besonders ausgepragt ist und man dementsprechend eine 
hohe Peptisationsfahigkeit erwarten sollte. Versuche mit dem auch 
‘ben verwendeten Eisenoxyd ergaben eine kaum merkliche Peptisation, 
die nur in extremen py-Gebieten erheblicher wurde. Etwas ausgepragter 
war die Peptisation bei einem Eisenoxyd aus Oxalat, das eine grébere 
Struktur zu besitzen schien. Hier war das Verhalten dem des Eier- 
albumins véllig analog. Wieder war der isoelektrische Punkt durch 
das véllige Verschwinden der Dispergierung ausgezeichnet. Im ganzen 
blieb jedoch die Wirkung der Gelatine auBerordentlich viel schwacher 
als die des Albumins. Das stimmt in auffallender Weise mit Beob- 
achtungen von Wintgen und Voehl! und uns selbst? iiberein, die ergaben, 
daB Gelatine Eisenoxydsol partiell flockt und zwar in steigendem 
MaBe mit steigender Konzentration. Eine typische Schutzwirkung 
ist also ganz in Ubereinstimmung mit den Peptisationsversuchen in 
Kisenoxyd-Gelatinegemischen gar nicht vorhanden. Man mu also wohl 
annehmen, daB die peptisierende Wirkung des Eiweibes auBer von 
seinem physikalischen Zustande auch von seiner chemischen Natur 
abhaingt. Welcher Art dieser letztere spezifische Faktor ist, laBt sich 
vorlaufig noch nicht entscheiden. Im zweiten Teil dieser Arbeit werden 
wir versuchen, hierfiir auf Grund anderer Versuche eine Erklarung 
zu geben. 

EKinen wesentlichen Einflu8 zwar weniger qualitativer, wohl aber 
quantitativer Art auf die Peptisation hat auch die Art des verwendeten 
Kisenoxyds. Wir stellten Versuche mit verschiedenen Proben an, 
und konnten erhebliche Unterschiede beobachten. Ein Eisenhydroxyd 
von Kahlbaum von gelbbrauner Farbe wurde auch vom isoelektrischen 
Albumin merklich peptisiert, die Peptisate hatten samtlich eine gelb- 
griine Farbung. Das schon erwahnte recht grobe und deutlich kristalline 
Oxyd aus Oxalat wird von Albumin nur sehr schwach angegriffen. Die 
Zone, in der keine Peptisation stattfindet, hat nach beiden Seiten vom 
isoelektrischen Punkt eine nicht unbetrachtliche Breite. Dieselben 
Unterschiede, die beziiglich der Saure- und Alkalipeptisation zwischen 


! Kolloidzeitschr. 34, 289, 1924; Wintgen u. BE. Meyer, ebendaselbst 36, 
369, 1925. 
2 Le. 
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den verschiedenen mehr oder weniger wasserhaltigen, kristallinen wid 


dichten Oxyden bestehen, finden sich auch bei der Albuminpeptisaticn 
wieder. Es ware nicht ohne Interesse, diese Verhaltnisse genauer 
untersuchen, denn auch in den Solen finden wir je nach deren H« 
stellung und Alterung Teilchen von ganz verschiedener Struktur wid 
Hydratation. Man kénnte hoffen, aus derartigen Peptisationsversuchen 
die individuellen Unterschiede der verschiedenen Sole in ihrem Ver- 
halten gegentiber EiweiB verstandlich zu machen. Wir hoffen in diese 
Richtung weitere Versuche anstellen zu kénnen. 


Zusammenfassend 1laBt sich aus den vorliegenden Versuchen das 
Folgende schlieBen: In den in hohem Mabe vereinfachten Systemen 
die wir untersuchten, lassen sich mit aller Scharfe zwei py-Gebiete 
voneinander unterscheiden, in denen die Peptisationusvorginge in 
verschiedener Weise ablaufen. In Gegenwart von Fe™’-lonen findet 
eine chemische Umsetzung statt, die zu koagulablen sensibilisierten 
Peptisaten fiihrt. Bei AusschluB von Fe findet eine typische Adsorp- 
tionspeptisation statt, die zur Bildung hochgeschiitzter Sole fiihrt. 
Die Analogie zu den entsprechenden Vorgingen in Eisenoxydsolen 
ist so unmittelbar augenfallig, daB man aus der Gleichheit der Wirkungen 
mit Sicherheit auf die Gleichheit der Ursachen schlieBen kann. Det 
wesentliche Fortschritt unserer Versuche scheint uns die  scharfe 
Trennung des physikalischen Vorganges von dem chemischen und det 
Beweis fiir die Bedeutung beider fiir das Sol-EiweiBsystem. 


Ill. 

Das Ergebnis des ersten Teiles unserer Untersuchung reicht nicht 
aus, um die erwahnten typischen Unterschiede im Verhalten der beiden 
EiweiBstoffe zu erklaren. Wohl konnten wir als Ursache der Pepti- 
sation die Aufladung der Eisenoxydteilchen durch die adsorbierten 
KiweiBmolekiile wahrscheinlich machen, doch blieb die Méglichkeit 
offen, daB auch andere, mit der Aufladung des Eiweibes verkniipfte 
Kigenschaften maBgebend mitwirken. In erster Linie ware als eine 
solche Eigenschaft die Hydratation zu nennen. Es ist denkbar, dal 
etwa eine Peptisation um so leichter eintreten kann, je starker hydra- 
tisiert, je lyophiler die adsorbierten Molekiile sind, je gréBer also ih: 
Bestreben ist, in die wasserigé Phase hiniiber zu treten. Die folgende 
Methode scheint uns fiir eine Untersuchung dieser Frage besonders 
geeignet: Es ist bekannt!, daB die GréBe des Sedimentvolumens eines 
grobdispersen Stoffes von der Aufladung der Teilchen und ihrem 
Hydratationsgrad abhangig ist. A. v. Buzdgh fand in seiner Unter- 


1 A.v. Buzdgh, Kolloid-chemische Beih. 32, 114, 1930. 
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suchung in Ubereinstimmung mit friiheren Autoren!, daB die Sediment- 
hohe eines nicht quellbaren Stoffes um so gréBer ist, je kleiner die 
Teilchenladung ist, und umgekehrt. Er nimmt mit P. Ehrenberg an, 
daB entladene Teilchen bei der Sedimentation leicht aneinander haften 
und ein lockeres Sediment geben. wahrend aufgeladenen Teilchen an- 
einander vorbei gleiten und sich in eine méglichst dichte Packung 
lagern. Anders bei einer quellbaren Substanz. Hier wird die Hydratation 
der Teilchen unter geeigneten Bedingungen, auf die wir hier nicht 
eingehen wollen und die v. Buzdgh eingehend diskutiert, die Sediment- 
héhe bestimmen, und die Anderung des Sedimentvolumens geht der 
Anderung des Hydratationsgrades symbat. Hieraus ergibt sich eine 
charakteristische Verschiedenheit im Verhalten quellbarer und nicht 
quellbarer Substanzen und zugleich eine Méglichkeit, die uns be- 
schaftigende Frage nach dem Wesen des Peptisationsvorganges mit 
einer entsprechend gewahlten Methode zu _priifen. 

Wir wahlten zunachst ein méglichst einfaches Modellsystem der 
folgenden Art: Man suspendiert ein geeignetes, homodisperses Quarz- 
pulver in gleich konzentrierten Eiweiblésungen von variiertem px 
und mi®Bt die Sedimentvolumina. Infolge der Umhiillung der Quarz- 
teilchen mit EiweifS gewinnen diese teilweise die Eigenschaften 
des lyophilen Kolloids®. Sie sind geschiitzt. Die Anderung der Sediment- 
volumina wird also maBgebend vom Verhalten des EiweiBes im adsor- 
bierten Zustande beeinfluBt werden kénnen. Mehrere Méglichkeiten 
sind denkbar. Ware die Hydratation der EiweiBmolekiile ganz ohne 
KinfluB auf die Dichte des Sediments, entweder weil die Dicke der 
Hille im Vergleich zu der Masse des Sediments zu vernachlassigen 
ist, oder weil die Hydratation an sich gering ist, so wird man im iso- 
elektrischen Punkt ein maximales Sedimentvolumen erwarten miissen, 
da hier die Aufladung der Quarzteilchen einen kleinsten Wert hat. 
Kine zweite Méglichkeit wire — im extremen Falle —, da® die Hydra- 
tation der beherrschende Faktor ist. Von dieser nimmt man ja recht 
allgemein an, daB sie im isoelektrischen Punkt am kleinsten ist und 
daB sie nach beiden Seiten hin anwichst. Entsprechend wire in diesem 
Falle zu erwarten, daB das Sedimentvolumen im isoelektrischen Punkt 
einen Minimalwert hatte. SchlieBlich bestande die Méglichkeit, daB 
heide Faktoren gleichzeitig zur Geltung kommen, was gerade bei Eiweib- 
stoffen durchaus méglich sein kénnte. Dann 1laéBt sich von vornherein 
wenig sagen, weil es fraglich bleibt, welcher der beiden Faktoren jeweils 
iiberwiegt. Sicher kann man in diesem Falle vermuten, dal die Unter- 


1 P. Ehrenberg, Bodenkolloide (Dresden 1918), 8S. 83, 84. Vgl. auch die 


Literaturangaben bei A. v. Buzdgh, 1. ec. 
2 Siehe Freundlich u. Abramson, Zeitschr. f. phys. Chem, 133, 51, 1928 
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schiede zwischen dem isoelektrischen Punkt und den anderen py-' \ 
bieten sich erheblich verringern, wenn nicht sogar véllig verschwind: Pr 
Tabelle IV zeigt das Ergebnis eines Versuchs mit Gelatine, e1 m 
sprechend gibt Abb. 2 das Bild der Sedimente, die von links nach rechts ke 
nach abnehmender Aziditat geordnet sind. Eh 
dui 
Tabelle IV. de 
Sedimentvolumina von Quarzpulver in Gelatine in Abhangigkeit von d si 
Wasserstoffionenkonzentration (variiert durch Zusatz von Salzséure wn 
Natronlauge). Je 3g Quarzpulver + 10cem einer 0,2°,igen Gelatin 
; Se 
Pi ‘olumen Pi Volumen de 
2,44 2,10 5,80 2.25 
3,30 2.20 ] 6,33 2,25 
4,14 2,30 7,67 2,25 
4,60 3,45 ; 9,07 2,15 
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Man sieht, daB das Verhalten der Sedimente der ersten von uns Dis 
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\bb. 2 erkennt. Die Sedimentationsgeschwindigkeit im isoelektrischen 
Punkt ist ganz erheblich gréBer als bei den anderen Aziditaten, so daB 
man diesen schon wenige Minuten nach dem Aufschiitteln scharf er- 
kennen kann. Es laBt sich das ganze Verhalten mit der Vorstellung 
Ehrenbergs aufs Beste in Einklang bringen. Das rasche Sedimentieren 
dirfte auf einer der Koagulation entsprechenden lockeren Aggregation 
der suspendierten Quarzteilchen beruhen. Eine entsprechende Versuchs- 
reihe mit Eieralbumin hatte vollstindig das gleiche Ergebnis. 


Tabelle V. 


Sedimentvolumina von Quarzpulver in Eieralbumin in Abhangigkeit von 
der H’-lonenkonzentration (variiert durch Zusatz von HCl bzw. NaOH). 





Je 3g Quarzpulver + 10 cem Lésung (0,4°, Albumin). 

PH Sediment- PH Sediment- 

nach der volumen nach der volumen 

Sedimentation Sedimentation 

2,50 2,30 4,65 2,60 
4,20 2,25 5,40 2,20 
4,40 2,60 6,10 2,05 
4.55 2.60 





Die beschriebene Methode scheint uns in besonderem MaBe zu Er- 
mittlung des isoelektrisecnen Punktes von Eiweibkérpern § geeignet, 
da sie neben dem grofen Vorteil der Einfachheit einen hohen Grad 
von Genauigkeit besitzt. Natiirlich sind weitere Versuche auch mit 
anderen Proteinen erforderlich, denn es besteht, wie weiter unten 
beschriebene Versuche zeigen, die Méglichkeit eines weniger einfachen 
Verhaltens!. Es sei erwihnt, daB maBgebend fiir das Sedimentvolumen 
die Aziditaét der Lésung nach der Sedimentation ist. Nach der Zugabe 
des Quarzes Andert sich das px stets in Richtung abnehmender Aziditat 
bzw. Alkalinitaét, denn je nach dem Grade der Adsorption verschiebt 
sich die Reaktion der iiberstehenden Lésung mehr oder weniger in 
Richtung der Neutralitat. 

Fiir die mit Eiweib ,,geschiitzten Quarzteilchen zeigen unsere 
Versuche also die iiberragende Bedeutung der Aufladung, d.h. der 
Dissoziation der adsorbierten Molekiile. Selbstverstandlich laBt sich 
aus dieser Tatsache fiir das Verhalten gegeniiber Eisenoxyd nichts 
folgern, es kénnte durchaus sein, daB wegen des spezifischen Ver- 
haltens der am Oxyd adsorbierten Eiweibstoffe die Verhaltnisse hier 
wesentlich andere sind. Es ware z. B. méglich, daB andere Gruppen 


! Es ware z. B. méglich, daB in gewissen Fallen das in der Grenzfliehe 
befindliche Eiwei8 denaturiert wird, wie Loeb (Journ. General. Phys. 5, 
395, 479, 505, 1923) bei der Adsorption von Eiwei8 an Kollodiumteilchen 
fand. WVgl. dazu auch Northrop u. de Kruyf, ebendaselbst 4, 655, 1922. 


182 H. Freundlich u. G. Lindau: 


der EiweiBmolekiile am positiven Eisenoxyd adsorbiert sind als 
negativen Quarz. Wir priiften deshalb auch das Verhalten von fe 
gepulvertem gegliihten Eisenoxyd. A.v. Buzagh hatte die Sedimeit 
volumina von Eisenoxyd in Elektrolytlésungen ebenfalls untersucit 
und gefunden, daB auch hier die Aufladung mabgebend ist, und 
Quellungsvorgainge nur bei dem leicht quellbaren Eisenhydroxyd mit 
spielen. Fiir unseren Fall ist die Quellung des Oxyds selbst mit Siche: 
heit auszuschlieBen. 
Tabelle VI. 
Sedimentvolumina von Eisenoxyd in Gelatine in Abhangigkeit von de: 
Wasserstoffionenkonzentration. Je 2g Fe,O, 10 cem einer 0,3°,iger 
Gelatine. 





Pu Sedimentvolumen 


4,53 
5,06 
5,56 
6,93 


Das Ergebnis zeigt fiir Eisenoxyd das véllig gleiche Verhalten 
wie bei Quarz. Auch an der Geschwindigkeit des Absitzens war de1 
isoelektrische Punkt deutlich erkennbar. Somit gilt das oben iiber 
das Quarz-EiweiBsystem Gesagte auch hier in vollem Umfange. <ller- 
dings sind die Unterschiede der Sedimentvolumina im ganzen geringe! 
und die Sedimenthéhe auch in gr6Berer Entfernung vom isoelektrischen 
Punkt noch verhaltnismaBig groB. Der Parallelismus im Verhalten 
des Sedimentvolumens beim Quarz und beim Eisenoxyd der Gelatine 
gegeniiber ist also nicht ganz vollstandig; ebensowenig der Parallelismus 
im Verhalten der Peptisation des Eisenoxyds durch die Gelatine und 
ihrem Verhalten beziiglich des Sedimentvolumens. Daraus mdchte 
man schlieBen, daB es fiir das Sedimentvolumen im Falle des Quarzes 
wesentlich auf die Aufladung ankommt; daB aber bei der Peptisation 
durch die Proteine auch andere Einfliisse eine Rolle spielen, eben vor 
allem die Hydratation. Dies kénnte erklaren, weshalb die Gelatine 
EKisenoxyd nur schwach peptisiert: ihr fehlt vielleicht in gewissem 
AusmaB die fiir die Peptisation giinstige Eigenschaft der Hydratation. 


> 


Demnach sollte man erwarten, daB sich das Eieralbumin bei seine: 
starken Peptisationsfahigkeit dem Eisenoxyd gegeniiber beziiglich der 
Sedimentvolumina in charakteristischer Weise anders verhalten wiirde 
als die Gelatine. Dies war in der Tat der Fall. Wir fiihrten entsprechende 
Versuche mit drei verschiedenen Eisenoxyden durch, die simtlich das 
iiberraschende Resultat hatten, daB die Sedimentvolumina im ge- 
samten pxy-Bereich von 3 bis 9 einander gleich waren. Der isoelektrische 


Punkt war nur durch ein rascheres Sedimentieren des Oxyds sowie 
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durch das Fehlen einer gewissen Peptisation ausgezeichnet. Es ist 
vielleicht noch gewagt, einen SchluB aus diesem sehr merkwiirdigen 
Verhalten zu ziehen. Das Folgende soll deswegen nicht als vollig ge- 
sicherte Vorstellung gelten, sondern ist lediglich als eine mégliche und 
plausible Erklarung zu betrachten. Im System Eieralbumin-Eisenoxyd 
tritt offenbar in weit hédherem Mabe als bei Gelatine neben der Auf- 
ladung die Hydratation als entscheidender Faktor in den Vordergrund. 
DaB sie nicht allein maBbgebend ist, zeigt das Verhalten der Sediment- 
volumina, das nach dem, was wir oben sagten, in diesem Falle ein anderes 
hatte sein miissen. So miissen wir also beide Faktoren als wesentlich 
hetrachten. 


Uberraschend bleibt, warum die Versuche mit Quarz und Eier- 
albumin den HydrationseinfluB nicht erkennen lieBen. Mit Vorsicht 
sei die Méglichkeit zur Erklarung erértert, daB es fiir die Hydratation 
der EiweiBstoffe auf bestimmte Gruppen im Molekiil ankommt. Sind 
diese Gruppen infolge der Adsorption blockiert, so tritt eine Hydratation 
bei variierter Aziditat nicht auf. Das war bei Quarz der Fall. Beim 
Kisenoxyd sind offenbar Gruppen adsorbiert, die fiir die Hydratation 
ohne Belang sind, so daB sich diese in voller Starke auBern kann. Bei 
Gelatine sind offenbar in beiden Fallen Gruppen adsorbiert, von denen 
die Hydratation wesentlich abhangt. Deshalb sind die Ergebnisse in 
beiden Fallen identisch. Man muB also sagen, dal fiir die starke Pepti- 
sationswirkung des Eieralbumins, also auch fiir seine  schiitzende 
Wirkung auf das Eisenoxydsol, neben der Aufladung der Oxydteilchen 
die Hydratation der adsorbierten Schicht maBgebend ist. Fehlt dieser 
letztere Faktor, so verschwinden peptisierende wie schiitzende Wirkung 
mehr oder weniger vollstandig, wie im Falle der Gelatine. Wir glauben 
also, daB die Spezifitat der Adsorption der entscheidende Faktor ist, 
auf dem die verschiedenartige Wirkung der EiweiBstoffe auf Eisen- 
oxydsol beruht. Es ware lohnend, mit der Methode des Sediment- 
volumina einmal andere Pulver, z. B. Gold, zu untersuchen, die in 
Solform z. B. von Gelatine stark geschiitzt werden. Es ware dann fiir 
diesen Fall das gleiche Verhalten zu erwarten wie bei Eieralbumin- 
Kisenoxyd. 

Zusammenfassung. 

1. Die Peptisation von gegliihtem wasserfreien Eisenoxyd durch 
Kieralbumin ist in charakteristischer Weise von der Wasserstoffionen- 
konzentration der Lésung abhangig. Im isoelektrischen Punkt ist die 
Peptisationswirkung Null und steigt nach beiden Seiten hin mit 
wachsender Entfernung von diesem Punkt rasch an. Im sauren Gebiet 


verschwindet die Dispergierung nach Erreichung eines Maximums 
vollstandig. 


184 H. Freundlich u. G. Lindau: 


2. Nach dem kolloidchemischen Verhalten lassen sich zwei vy 
schiedene Typen von Peptisaten unterscheiden. Der erste ist auf 
saure Seite des isoelektrischen Punktes beschrankt, und dadurch a 
gezeichnet, daB die Peptisate in dieser Zone durch Kochsalz koagulier}a; 
sind. Die durch die Saure erzeugten Ferriionen reagieren chemise), 
mit dem EiweiB und setzen dadurch die Stabilitat des letzteren heral 
Steigt mit zunehmender Aziditéit die Menge der gebildeten Ferriione: 
so geniigt ihre Konzentration schlieBlich, um das KiweiB zu koagulieren 
die Peptisation verschwindet. Die andere Art von Peptisaten liegt 
in den py-Gebieten vor (zwischen pu 4 und 4,6 und etwa 5 und 10) 
in denen keine Lonenreaktionen der erwannten Art stattfinden kénnen 
Die Peptisation beruht hier auf einer Wirkung des Eiweibes allein, fiir dis 
dessen Aufladung in der Adsorptionsschicht sowie seine Hydratatio: 
maBgebend sind. Sie stellen hochgeschiitzte Sole dar und sind sowol)! 
gegen Elektrolyte wie auch Erhitzung und Alkoholzusatz véllig be 
standig. 

3. Die beiden Typen von Peptisaten sind ihrer Entstehung wie 
ihrem Verhalten nach voOllig analog den sensibilisierten Solen einerseits 
und den geschiitzten Solen andererseits. Aus den Peptisationsversuchen 
ergibt sich in Ubereinstimmung mit unserer friiheren Auffassung die 
Sensibilisierung als bedingt durch die chemische Wechselwirkung 
zwischen Fe und EiweiB, die Schutzwirkung als bedingt durch den 
physikalischen Vorgang der Adsorption. 

4. Die peptisierende Wirkung von Gelatine auf Eisenoxyd ist 
qualitativ gleichartig, quantitativ ganz erheblich schwacher als di: 
von Eieralbumin in Ubereinstimmung mit der Tatsache, daB eine 
eigentliche Schutzwirkung der Gelatine auf Eisenoxydsole nicht bestelt 


5. Die Peptisierbarkeit des Eisenoxyds hangt von seiner physikali 
schen Natur weitgehend ab. Sie ist um so gréfer, je lockerer und fein 
kristalliner die Proben sind. Ein Eisenhydroxydpulver wird auch vou 
isoelektrischem Eieralbumin merklich peptisiert. 


6. Zur Klarung des Peptisationsvorganges wurden die Sediment 
volumina von Quarz- und Eisenoxydpulver in Eieralbumin- bzw 
Gelatinelésungen bei verschiedenem py untersucht. Es zeigte sich 
daB bei Verwendung von Quarz bei beiden Proteinen im isoelektrische: 
Punkt die Sedimentvolumina ein scharfes Maximum erreichten und ei! 
beschleunigtes Absitzen der Suspension auftrat. In diesem Falle ist 
also die Aufladung der Quarzteilchen der entscheidende Faktor. Bei 
Eisenoxydpulver ist das Verhalten fiir Gelatine ganz analog, nur sind 
die Unterschiede der Sedimenthéhen bei den verschiedenen Aziditaten 
geringer. Ein gewisser EinfluB der Hydratation ist also hier zu beob- 
achten. Bei Eieralbumin und Eisenoxyd verschwinden die Unter: 








wel vi 

auf cie 
rch a 

rulierbar 
hemisch 
n heral 
rriionen 


rulieren 
en liegt 
ind 10 
konnen 
1, fiir cir 
ratatio! 
1 sowohl 


illig be 


ung wie 
inerseits 
‘rsuchen 
ung die 
wirkung 
reh den 


xyd_ ist 
als dis 
ab eine 
besteht 
iysikali- 
nd fein 


uch von 


diment- 
n- bzw 
te sich 
trischen 
und ein 
‘alle ist 
wr. Bei 
ur sind 
iditaten 


u beob- 
Unter 





Peptisation von Eisenoxyd durch EiweiSstoffe. L&85 


schiede der Sedimentvolumina véllig, neben der Aufladung durch die 
adsorbierten Molekiile tritt deren Hydratation als wesentlicher Faktor 
in den Vordergrund. 

7. Die Unterschiede im Verhalten der Sedimentvolumina von 
Kisenoxyd bei Gelatine und Eieraibumin geben fiir die Verschiedenheit 
ihrer peptisierenden Wirkung auf das Oxyd eine Erklarung: Sie beruht 
neben der Aufladung der Teilchen auf der Hydratation der adsor- 
bierten Proteine, die in beiden Fallen verschieden ist. 

Das unterschiedliche Verhalten von Eieralbumin gegeniiber Quarz 
und Eisenoxyd erklart sich vielleicht aus der spezifischen Adsorption 
bestimmter Gruppen des Molekiils am _ negativen oder positiven 
Sediment. 


8. Die Bestimmung der Sedimentvolumina von Quarzpulver in 
KiweiBlé6sungen verschiedener Aziditat diirfte als Methode zur Be- 
stimmung des isoelektrischen Punktes von Proteinen geeignet sein. 


Der Gaswechsel 
bei Muskelarbeit nach Entfernung der Nebennieren. 


(Versuche an Ratten). 
Von 
A. von Arvay und PF, Verzar. 
(Aus den Physiologischen Instituten der Universitaéten Debreezen und Base! 
(Eingegangen am 17. Marz 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die wesentlichen Anderungen des Stoffwechsels nach Ausschaltung 
der Nebennieren sind, wie wir aus zahlreichen Untersuchungen wissen 
dadurch bedingt, daB die Kohlenhydratmobilisation eine Stéruny 
erleidet. In friiheren Arbeiten haben wir den Gaswechsel nach Nebe 
nierenexstirpation untersucht [Array (1)] und gefunden, dab de 
Sauerstoffverbrauch abnimmt; auch die spezifisch-dynamische Wirkuny 
war vermindert. Nach etwa 3 Wochen kehren aber falls cic 
Tiere tiberleben diese Werte wieder zu den Normalwerten zuriick 
Bekanntlich sind Ratten zu derartigen Versuchen deshalb sehr geeignet 
weil sie die Entfernung beider Nebennieren tiberleben, jedenfalls darum 
weil akzessorische Organe nach der Exstirpation hypertrophieren. |: 
diesen Versuchen, die an ruhenden Tieren ausgefiihrt wurden, zeigt 
sich keine Anderung des Respirationsquotienten (R. Q.), die auf ein 
Anderung des Kohlenhydratstoffwechsels gewiesen hatte. Andererseit 
ist aber aus zahlreichen Untersuchungen geniigend bekannt, welcli 
Stérung der letztere erleidet. Diese zeigen sich speziel! bei Muskelarbeit 
und auBern sich in einer Abnahme des Blutzuckers der Tiere bei der 
Arbeit. 

Versuche, die Csik (2) in unserem Laboratorium ausgefiihrt hat 
zeigten in Ubereinstimmung mit anderen, da bei nebennierenlosen Tier 
das Glykogen der Leber nicht in demselben MaBe mobilisiert wird wi 
bei normalen Tieren. Hierauf ist wahrscheinlich zuriickzufiihren, daB dies 
Tiere friiher ermiiden als normale Kontrolltiere. Schon Sundberg (3) hatt 
gezeigt, daB, wenn man bei Kaninchen und Ratten die Nebennieren entfernt 
und nun die Tiere gehen laBt, der Zuckergehalt des Blutes rasch abnim 
CGleichzeitig ermiiden dann diese Tiere auch sehr rasch. Der letztere Befwn 


ist auch von Durrand (4), Asher (5) und Mitarbeitern gemacht worde! 
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Die Ratten von Sundberg wurden spatestens 15 Tage nach der Exstirpation 
r Nebennieren untersucht. In den Untersuchungen von Csik wurde aber 

besonderes Gewicht auch auf die Untersuchung von solchen Tieren gelegt, 

welche die Nebennierenexstirpation mehrere Monate iiberlebt hatten. 

Csik fand, daB bei ruhenden Tieren in den ersten Stunden nach der 
doppelseitigen Exstirpation zuerst eine kurze Hyperglykaémie, dann aber 
eine Hypoglykamie sich entwickelt. Bei manchen Tieren wird sie sehr 
stark, und dann gehen diese ein. Der normale Blutzuckerwert betragt bei 
Ratten etwa 0,11°, und kann in den letzteren Fallen bis auf 0,04°,, sinken. 
Fit Tiere tiberlebten 31 bis 156 Tage, und bei diesen war der Blutzucker- 
wert in der Ruhe normal. In weiteren Versuchen wurde dann sowohl an 
normalen wie an diesen nebennierenlosen Tieren Arbeitsversuche im 
Tretrad ausgefiihrt. Wahrend bei den lange tiberlebenden Tieren in der 
Ruhe die Blutzuckerwerte normal waren, lieB sich trotzdem auch bei diesen 
eine latente Insuffizienz der Nebennieren nachweisen, denn sie ermiideten 
bedeutend rascher als normale Tiere. Die normalen Tiere ermiiden in 
unserem Tretrad nach drei- bis vierstiindigem Gehen und sind nach einigen 
Minuten wieder munter. Tiere, denen erst vor 3 bis 7 Tagen die Neben- 
nieren entfernt wurden, ermiiden viel rascher. Von elf Fallen neunmal 
innerhalb 10 bis 28 Minuten, zweimal in 40 bis 62 Minuten. Wurden die 
Tiere aber 60 bis 150 Tage nach der Exstirpation untersucht, so war die 
Ermtidungszeit 75 bis 136 Minuten. Das spricht gegen die Behauptung 
von Botnet (7), daB 5 bis 6 Monate nach der Exstirpation keine Differenz 
mehr in den Ermiidungszeiten zwischen normalen und nebennierenlosen 
Tieren bestehen soll. 

Diese raschere Ermiidung der nebennierenlosen Tiere erklart sich 
aus der Anderung des Blutzuckers, den die Arbeit zur Folge hat. Bei 
fiinf normalen Tieren wurde beim Gehen dreimal eine unbedeutende Senkung, 
zweimal eine ebenso unbedeutende Vergr6éBerung des Blutzuckergehalts 
beobachtet, jedoch ganz in der Niéhe der normalen Grenzen. Bei neben- 
nierenlosen Tieren sank beim Gehen im Tretrad am vierten bzw. fiinften 
Tage nach 22 bzw. 25 Minuten der Blutzuckergehalt von 0.077 auf 0,052 
bzw. von 0,068 auf 0,048°.. Bei zwei Tieren, die 146 Tage nach der Neben 
nierenexstirpation untersucht wurden, entstand bei einer Ermiidungszeit 
von 70 bzw. 75 Minuten eine Senkung des Blutzuckers von 0,106 auf 0,066 °,, 
bzw. 0,090°,. Aus diesen Versuchen hat sich also erwiesen, dafi.bei neben- 
nierenlosen Tieren durch das Gehen eine starke Hypoglykamie sich entwickelt 
und damit parallel eine raschere Ermiidung eintritt. Es hat sich ferner 
gezeigt, daB, wenn auch im Ruhezustand der Blutzuckergehalt nach 
langerem Uberleben, bereits wieder normal ist, durch Arbeit trotzdem 
eine Senkung und damit paralle, eine raschere Ermiiadung eintritt als beim 
normalen Tier. Die Hypertrophhie der akzessorischen Organe kann also 
die entfernten Nebennieren nicht vollstandig vertreten. 


Es scheint nun von Interesse zu sein, zu untersuchen, ob sich bei 
diesen nebennierenlosen Tieren, bei welchen also die Mobilisation des 
zur Muskelarbeit benétigten Zuckers derartig gestért ist, auch An- 
derungen des Arbeitsgaswechsels nachweisen lassen. 


1. Es war speziell zu untersuchen, ob sich nicht auch Stérungen 
der Kohlenhydratverbrennung bei nebennierenlosen Tieren nachweisen 
lassen, und als Vorversuche wurde deshalb zuerst gepriift, ob nach 
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ruhenden Tieren normal ablauft. 

2. Nachdem wir uns dann davon iiberzeugt hatten, daB die Ti: 
Kohlenhydrat verbrennen, wurde der Arbeitsgaswechsel untersucht 
Dazu war es aber zuerst noétig, diesen bei normalen Ratten gen 
kennenzulernen. Dabei mubte der Arbeitsstoffwechsel nicht nu 
wahrend, sondern speziell auch nach der Arbeit, in der Erholung:s 
periode, untersucht werden. 

3. Erst dann konnte an unser eigentliches Problem herangetrete) 
werden: auf welche Weise sich der Arbeitsgaswechsel bei den nebe: 
nierenlosen Ratten abspielt. 


Methodik. 


Als Versuchstiere benutzten wir weibe, ausgewachsene, mannlicly 
Ratten, die mit Milch und Brot ernaéhrt wurden. Der Caswechs 
dieser Tiere wurde mit dem von uns modifizierten Atwater-Benedilt 
Apparat bestimmt, also direkte Bestimmung des O, und CQO, 
geschlossenen System. Die Zuckerverbrennungsversuche (1, I1) sind hy 
28° C, die Arbeitsversuche bei Zimmertemperatur gemacht. Fiir die Grund 
stoffwechselversuche hungerten die Tiere vor dem Versuch 24 Stunden 
Fiir die Arbeitsversuche befand sich das Tier in einer mittels einem Elektro 
motor betriebenen Trommel, die in das geschlossene System des Gaswechse! 
apparats eingeschaltet war. Die Bewegung der Trettrommel betrug etwa 
440 m pro Stunde. Nur soleche Tiere wurden zu den Versuchen verwendet 
deren Grundstoffwechselwerte sich bei vorangehenden  ,.,Gew6hnungs 
versuchen*‘ konstant erwies. Die Exstirpation der Nebennieren fand in 
Athernarkose vom Riicken aus statt. Es itiberlebten etwa 72°, der 
operierten Tiere langer als 14 Tage. 


Versuche. 
1. Die Verbrennung von Traubenzucker bet normalen und nebennierentosc 
Ratten in der Ruhe. 

Ehe die eigentlichen Arbeitsversuche begonnen werden konnten 
muBte untersucht werden, ob es tiberhaupt méglich ist, bei nebennieren- 
losen Ratten im Gaswechselversuch die Kohlenhydratverbrennung 
nachzuweisen. Dab das tatsiachlich gelingt, zeigen die folgenden Versuchs- 
serien. Bei den Tieren der Tabelle I und II wurde zuerst in normalem 
Zustande der Grundstoffwechsel bestimmt. Sogleich darauf erhielten 
diese Tiere mittels Magensonde 1 g Traubenzucker in 50°,iger Lésung 
Hierauf folgte wieder sofort eine Bestimmung des Gaswechsels. Dabei 
stieg der R. Q. sehr bedeutend, z. B. in Tabelle I von 0,735 auf 0,963 
Die Versuche ergaben also, da®B innerhalb 4 Stunden nach der Zucker- 
nahrung bei normalen Tieren der R. Q. bis zu 0,98 steigt. 

Nun wurden bei denselben Tieren beide Nebennieren entfernt und 
vom dritten Tage an wiederholt derselbe Versuch ausgefiihrt. Bereits 
am dritten Tage erhielten wir nach Zufuhr von Zucker dieselbe Steigerung 
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Tabelle I. 


Ratte Nr. 207. 





Versuch 


Datum 


92. III. 
24. III. 
99. III. 
29. TIT. 
$Y; 
2. IV. 
5. IV. 
5. IV. 
7. IV. 
11. IV. 
11. IV. 
15. IV. 
15. IV. 
18. IV. 
18. IV. 
21. IV. 
21. IV. 


Dauer 
Std. 


9.5 
8.0 
6,0 
4,0 
6,0 
4.0 
7,0 


4.0 


6.0 
40 
7,5 
4,0 
7.0 
4,0 
6.0 


4.0 


Pro 24 Std. und 
Tier 1 kg Kérper- 
gewicht 


RU des O»- 

Ge- Hunger- Og g-Ver- CO»,- 7 Verbrauchs 
wicht zeit brauch Bildung m 
g Std £ g 
172 24 41.85 | 42.00 0.730 
176 24 40,80 | 41,95 0,748 
171 24 40,95 41,88 0,735 
172 41,67 55,22 0,963 
177 24 41,21 4220 0,745 
179 - 40.88 55,07 0,980 
176 24 40,55 
179 - 41,00 5298 0,940 

Epinephrektomia bilateralis 
170 24 36,54 37,07 | 0,738 10,9 
172 _ 36,88 49,17 | 0,970 
174 24 31,25 | 31,79 | 0,740 24.0 
177 — 32,00 41,40 | 0,941 
180 24 30,16 30,51 | 0,736 26,3 
182 — 30,88 | 41,48 | 0,977 — 
181 24 33,24 | 34,17 | 0,748 - 19,1 
184 33,96 44,26 0,948 


Tabelle Il. 


Ratte Nr. 208. 


Anderung 


Bemerkungen 


1 g Glykose per « 
Dasselhe 

Dasselbe 

4 Tage post op 

1g Glykose per os 


8 Tage post op. 
lg Gly kose per os 


11 Tage post oF 
1g Glykose per os 
13 Tage post op 

1g Glykose per os 





Versuch 


Datum 


21. IE. 
23, LT. 
26. III. 
26. TM. 
2. IV. 
2. IV. 
6. IV. 
6. IV. 
7. IV. 
10. IV. 
10. IV. 
14. LV. 
4. IV. 
17. IV. 
17. TV. 


Daue 


Std. 


9,5 
9.0 
6,0 
6,0 
6.0 
4,0 
6,5 


4,0 


6,0 
4,0 
7,0 
4,0 
5,5 


4.0 


Pro 24 Std. und 
Tier 1 kg Koérper- 


gewicht Anderung 


> des O»s- 
Ge- |Hunger- O2-Ver-) CO2- RQ Ver brauchs 
wicht zeit ~— brauch | pijdung ” 

g Std. zg g 
200 30 43,06 | 43,67 0,738 
204 24 43,80 | 45,29 0,752 
200 24 43,00 | 43,15 0,730 
202 - 43,64 | 57,15 0,952 = 
206 24 42,88 | 43,72 0,742 
207 - 43,10 | 57,82 0,976 — 
208 24 44,00 | 45,36 0,750 _- 
209 —_ 43,25 | 58,27 0,980 
Kpinephrektomia bilateralis 

196 24 | 40,06 | 40,87 0,742 7,1 
199 - 40,88 53,95 0,960 - 
200 24 37,36 37,90 | 0,738 13,8 
202 —_ 37,00 50,55 0,994 - 
210 | 24 | 34,26 35,89 0,762 — 16,3 
213 — 35,06 45,60 0,946 - 


Bemerkungen 


1g Glykose per 


Dasselbe 


3 Tage post op 

lg Glykose per os 
7 Tage post op 

lg Glykose per os 
10 Tage post op. 
lg Glykose per os 
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des R. Q. wie bei normalen Tieren. Nebenbei sei bemerkt, dal 
Tiere dieselbe Senkung des Grundstoffwechsels zeigen, wie wir sie s 
friiher nach Nebennierenexstirpation beschrieben haben (1). 

Aus unseren Versuchen folgt, daB die nebennierenlosen ‘| 
Zucker ebenso verbrennen kénnen wie die normalen. Dieser Be 
bestatigt also den von Asher und Nakayama (6), die nach Entfer 
der Nebennieren ebenfalls eine Steigerung nach Zuckergaben sale: 
Die Verbrennung der Kohlenhydrate leidet also durch Nebenniere: 
exstirpation nicht. 


2, Die Ande rung des Gaswechsels wahrend und nach der Arbeit bei nor 
Ratten. 

Wir haben nun weiter untersucht. wie sich der Gaswechsel |}. 
einer bestimmten Arbeit von normalen Ratten andert. Hierzu wurc 
die folgende Versuchsreihe ausgefiihrt : 

Tabelle 111. 
Ratte Nr. 108. 





Versuch Pro 24 Std. und 
T Ti 1 kg Koérpergewicht 
em- ier- . 
peratur gewicht COs Os 
Datum Dauner Bildung Verbrauch 


Std. °C g g g 


= ° Bemerkur i 


38,07 3 5 0.752 Basal werte 
7 


89.67 2, 0,900 Arbeit 
212 39,65 38,08 0.740 Basalwert 
96,71 81,69 0,861 Arbeit 
Kpinephrektomia bilateralis. 
240 36,05 34,37 0,763 Basalwert 
85,72 73,71 0,847 Arbeit 


Tabelle IV. 





Versuch Pro 4 Std. und 
. ‘ lkg Kérpergewicht 
Tem- Tier- 

peratur | gewicht C O>- O2- 

Datum Dauer Bildung | Verbrauch 


Std. 0C g g g 


Bemerkung 


238. IV. | 5 24, 180 40,76 40.76 0,727 Basal werte 
23. IV. my 24, 80,12 69,47 0.840 Arbeit 


29. IV. { 2: 184 40,00 40.48 0.720 Basal wert« 
29. IV. J dD, 72,65 61,34 0,863 Arbeit 

iE Vv: Epinephrektomia bilateralis. 
- ie Se 200 36,22 36,05 0.732 Basal wert: 
=: Va. | @ ; 90,22 5,5 0,870 Arbeit 
26. VI. 6 25,2 204 37,80 38,; 0,717 Basal wert: 
26. VI. | 1,75 25,0 86,15 75,5 0,830 Arbeit 
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In der ersten Versuchsserie (Tabelle [1] und IV) wurde zunachst 

zwei normalen, 24 Stunden hungernden Tieren der Grundstoff- 
vechsel bestimmt. Unmittelbar darauf, ohne das Tier aus dem Apparat 

nehmen, wurde die Trettrommel in Bewegung gesetzt und in einer 
weistiindigen bzw. 1,5- bis 1,75stiindigen Periode die Wirkung der 
Geharbeit auf den Gaswechsel beobachtet. Es ist aus den Tabellen 
ersichtlich, daB bei normalen Tieren bei dieser Methodik sehr gut die 
\nderung des Gaswechsels sich nachweisen laBt. Der O,-Verbrauch 
steigt um mehr als 100% und der R. Q. steigt von 0,75 auf 0,90. (Die 
Versuche an denselben Tieren nach Epinephrektomie werden weiter 
inten besprochen.) Dasselbe zeigen ferner auch noch die Versuche det 
Tabelle VII, 1, 2, Tabelle VIII, 1, 2, Tabelle IX, Tabelle X, 1, 2, 
labelle XI, 1, 2, Tabelle XII, 1, 2, 3. 

Die Anderungen des Gaswechsels bestehen aber bekanntlich nicht 
nur wahrend, sondern besonders auch nach der Muskelarbeit. Das 
Studium dieser nachtriglichen Anderungen bietet besonderes Interesse, 
weil sie ja zum groBen Teil den Restitutionsvorgangen entsprechen. Um 
liese Nachperiode zu studieren, wurde in der nachsten Versuchsreihe 
labelle V und VI) der Gaswechsel nicht in der Arbeitsperiode, sondern 
sogleich danach bestimmt. Zuerst wurde auch bei diesen Tieren der 
Grundstoffwechsel bestimmt. Dann lieben wir sie im Tretrad gehen. 
Wahrend dem Gehen wurde ihr Gaswechsel nicht bestimmt. Wir 
kennen ja seine Anderungen aus den vorigen Versuchsreihen. Die Linge 
lieser Nachperiode betrug 2 Stunden. Aus den Versuchen ging hervor, 
laf} sich bereits bei einem Gehen von 30 Minuten in einer nachtraglichen 
zweistiindigen Periode sowohl die CO,-Bildung als der O,-Verbrauch, 
ls auch der R. Q. erhéht hatte. Am wenigsten war der O,-Verbrauch 
verandert. Dieses Resultat beruht auf acht Arbeitsversuchen an zwei 





lieren. 
Tabelle V. 
Ratte Nr. 271 
me Ti0 Pro 24 Std. und 
Versuch lier lkg Kérpergewicht 
Nr Hunger- a3 CO R.Q Bemerkunget 
Datum Dauer Gewicht - zeit Verbrauch Bildung 
Std. g Std g fu 
I 17. V. | 625 180 24 35,76 36,18 0,736 
i7. V. | 2,00 178 30 37.48 43,54 0,845 ae 3,9 Std 
Gehen 
2 | 22. V 6,00 186 24 35,46 35,59 0,730 
22. \ 2.00 184 30 37,06 41,78 0.820 Nock Std 
Gehen 
3 4. VI. | 6,00 187 24 36,13 36,16 0,728 
4. VI. | 2,00 185 30 38,00 41.89 0.800 ee 10 Min 
Gehen 
4 | 14. VI. | 6,00 195 24 35,86 36,48 0,740 
14. VI 2,00 192 30 37,52 42.04 0.815 | Nach 50 Min 


Gehen 
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Tabelle VI. 
Ratte Nr. : 





Pro 24 Std. und 


Versuch Tier 1 kg Korpergewicht 


Hunger- Oo- COe- Bemerku 


< 2 
Datum Dauer Gewicht zeit Verbrauch Bildung 


Std r Std. xz g 

6,00 216 ¢ 33,95 85,10 0,752 

2,00 21: : 35,32 40,30 0,830 Nach 3,58 
Gehen 

6,00 218 ‘ 34,18 34,77 0,740 

2,00 21! : 36.06 40.55 0.818 Nach 3 


Gehen 
6.00 216 2 33,18 34,67 0,760 
2.00 ‘ 34,90 38,39 0.800 Nach 90M 


6,00 22 2 34,00 34.96 0,748 
2,00 317 35,22 38,54 0,796 Nach 30M 
Gehen 
In der dritten Versuchsreihe, Tabelle VII, VIII, LX, haben 
uns die Aufgabe gestellt, die zeitlichen Veranderungen des Gaswechsel: 
noch genauer zu verfolgen, indem wir sowohl wahrend als nach «cd 
Arbeit fortlaufend in halbstiindigen Perioden den Gaswechsel }x 
stimmten. Das war so méglich, daB zwei verschiedene Absorbersysteny 
im Gaswechselapparat nebeneinander geschaltet waren und dies 
abwechselnd benutzt werden konnten. Nicht nur die Tabellen, sonder: 


Tabelle VII. 
Ratte Nr. 183. 





Versuch C O,-Bildung O, -Verbrauch 
— a pro Wih- pro wih- 
Tier- Tem- | a¢Std. | rend 24 Std rend . Be 
gewicht peratur yndikg! des undikg des R.Q merkung 
Datum Dauer Korper- Ver- Korper- Ver- 
gewicht | suchs gewicht suchs 


Std. af "C g g g ecm 


19. XII. 5,0 221 4815 2,21! 49.89 1607 = 0,709 | 
0,5 49.00 0,223 49,70 160 0,717 
0,5 48,30 0,222 4812 156 0,730 | 
0.5 80,07 369 64.46 207 0,903 
0,5 92,93 A! 68,69 216 1,007 | Wahr 
0,5 100,22 0,462 78,53 | 253 0,928 ‘a An 
| 


Grur 
umsa 


0.5 96,84 446 73,98 238 | 0,952 
0,5 76,72 Rs tay 63,55 204 0,878 
0.5 61,84 6 56,22 181 0,800 
0,5 20, 50,71 3: 49,91 160 | 0,739 
50,00 25 4934 158 | 0.737 
48.00 1,26 48.49 890 0,720 
49,75 217. +50,81 155 380,712 


Nacl 
der Arl 
0. 

30. XII. | 
0 (rut h 
‘i 48,16 0,2 47,46 145 0,738 _ 
5 90.76 0.397 66,81 204 0.988 W.d. A: 
f 62,97 0,275) 56,54 173 0,810) Nael 
: 49.58 0,217) 48,53 148 0,743 | der Arie 


) 


), 
3, 
), 
0, 
0, 
0, 
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Tabelle 


VIII. 


Ratte Nr. 192. 


193 








Versuch 0.-Verbrauch 
Tier- rem- pro 24 Std. und scale Ag re ee 
tum Dauer yee —- Lkg Korper- les Versuchs Candia 
gewicht 
Std £ ( g scm 
». XII. 4.0 304 20,2 44,40 1576 
0,5 19,6 47,38 210 | ices 
0.5 90.0 43.96 196 
0.5 29.6 45.13 200 
0,5 20.4 56.41 250 i 
0.5 20.4 68.63 300 Ph , ache ; 
0,5 20,4 63,15 280 ; 
0.5 20,4 53,18 236 | —— 
0,5 20,5 46,74 208 aw 
0.5 20.4 43.98 195 
11. XII 05 300 21.0 45,73 209 \ 
3.0 21.0 44,50 1170 {  Basalwerte 
0.5 21,2 44,80 196 
0.5 21.0 64.02 280 Wihrend 
05 31.0 61.73 IGS der Arbe 
0.5 91.0 56.15 240 Nach 
0.5 20.8 46,74 205 { der Arbeit 
Tabelle IX. 
Ratte Nr. 215. 
Versuch O.-Verbrauch 
rier- Tem ro 24 Std. und , 
Datum Daue1 —— eer 1 kg Korper- jon ane a 
gewicht 
Std g ( g “cm 
10. XII. 4,0 186 19,2 59,10 1285 
0.5 19.4 63,20 171 | ee 
0.5 19.4 58.00 157 | 
0.5 19.5 65,02 176 
0.5 19,6 102,36 27,8 | a 
0.5 19,4 95,72 259 nas Arb 
0.5 19,4 110,25 299 | 
0.5 19.3 80,76 219 
0.5 19.4 61.28 166 | 
0,5 19.4 66,72 181 Pg 
0.5 19,3 59,38 161 | 
0.5 19.2 63,66 172 


besonders auch die graphische Darstellung dieser Versuche zeigt nun 


sehr sch6n, wie sich der Gaswechsel als Folge der Arbeit 
drei Tieren andert (s. Abb. 2). 
steigt von Periode zu Periode der O,-Verbrauch und der | 


sinkt er 


haben die Gaswechselwerte ihre normale 


kontinuierlich. 


» 


bei diesen 


Wahrend eines zweistiindigen Gehens 


.. Q: danach 


 ) 


In der dritten u/s Stunde nach dem Gehen 
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Héhe wieder erreicht. Die 
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nachtrigliche Steigerung nach einer Geharbeit von 2 Stunden betr: 


also etwa 1 Stunde. Nach einem Gehken von 1/, Stunde ist, 





man sieht (VIJ, 2), die nachtragliche Erhéhung bereits n = 
1/, Stunde wieder abgeklungen. Diese Folgerungen beruhen auf { 
Gehversuchen an drei verschiedenen Tieren. 
3. Die Ande rung des Gaswechsels wahrend und nach der Arbeit bei nebenni« 

losen Ratten. 

Nach diesen eigentlichen Vorversuchen konnten wir nun da 
iibergehen, unsere wesentliche Frage, wie sich der Gaswechsel bei Musk: 
arbeit von nebennierenlosen Tieren gestaltet, zu untersuchen. 7 
den Arbeitsversuchen benutzten wir die Tiere verschieden lange Z 
nach der Nebennierenexstirpation. Es soll besonders hervorgehobe: 
werden, da die Tiere sich tiberraschend schnell von den eigentliche: 

Folgen der Operation erholen. Sie fressen am nachsten Tage bereit 
wieder, und die Wunden heilen sehr rasch. Schon nach 2 bis 3 Tage: 

kann man Gehversuche mit diesen Tieren machen. Sie gehen dan: 
etwa 1, Stunde lang. Es geniigt das, denn wie wir im vorige! 

reil gezeigt haben erhalt man in einer halbstiindigen Periode 
normalen Tieren schon deutliche Anderungen des Gaswechsels mit 
unserer Methodik. 

In den Versuchen der Tabellen X, XI und XII sind wir so vor 
gegangen, dal} wir zuerst am normalen Tier Arbeitsversuche au: 
gefiihrt haben. Dann wurden die Nebennieren entfernt und n 

Tabelle X. 
Ratte Nr. 453. 
Vereuch Pro 24 Std. und 
az _ 1 kg Koérpergewicht ty 
Tem- lier- - , j 
peratur | gewicht COo- Ovo- Bemerkunge! >| 

Datum Dauer Bildung | Verbrauch “ 

ws’, g g a , 
6h 145 48.75 49,08 0.724 Jasalwerte 
6h 8,5 150 46,50 45,22 0,748 ss 
Qh 150 82.25 73.85 0.810 Wa&hrend der Ar 
Gh 148 47,20 47.09 0.730 Basal werte 
6h 152 48,00 46,60 0,749 " 4! 
Qh 152 87,80 80,02 0,798 Wihrend der A | 
[h 153 86,72 76,36 0,826 7 > | 
6h 152 47.76 47,90 0.725 Basal werte | 
6h 157 48,00 46,96 0,710 ‘ «| 
Qh 157 85.28 76.94 0.806 Wiihrend der Ar! { 

Epinephrektomia bilateralis 
6h 182 46,70 | 46,53 0,730  Basalwerte wie 
30’ 176 43,22 41.97 0.749  Whhrend der Ar sieh 
6h 176 38.16 38,16 0.727  Basalwerte 
m 


40’ 176 40,38 39,16 0,750 Wahrend der Ar 
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Tabelle XI. 
Ratte Nr. 472. 
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ro 24 Std. und 
Versuch ; 1 ke Korpe oe cht 
rem- Tier 
peratur gewicht co Oy- R. Q Bemerkungen 
Datun Dauer Bildur Verbrauct 
( 4 2 ¥ 
a & 6h 16.0 210 42.65 $2.14 0.736 Basalwerte 
25. I[.| 6b 18,3 206 44.33 13.45 0.742 9 
7. a 6h 17.5 202 16,22 44.33 0.758 
2. 2h 17.5 202 90,09 77.75 0.842 Wahrend Ay 
%~ Bl FP 18,0 209 85,70 77.15 0.808 : 
12. Il.; 6h 18,3 212 42.00 $2.00 0.727 Basalw 
12. II.| Qh 18,5 212 84,10 76.46 0.800 Wihrene \ 
18. II. 6h 18.0 208 43.20 41.89 0.759 Basalwer 
26. Il. 6h 18.0 214 43,80 41,72 0.746 
21. III. Epinephrektomia bilateralis 
23. III.| 5h 19,4 218 38,04 37,90 0,730 
25. Ill. 6h 19,2 210 36,51 36,08 1,742 
"| 25. IIL. | 35’ 19.4 210 36.00 35.48 0.738  Wahrer \ 
_| 28. 11. ; 7b 19,6 206 38,84 37,66 0.750  Basalwerte 
*| 28. III. | 35 19.6 206 40,22 388,09 0,768 | Wihrer AY 
Tahe lle X//. 
Ratte Nr. 499. 
Versuch l ke Kor reed 
lem- lier —— : 
peratur gewicht COs 0 ‘ 
Datum Dauer Bildung Verbrauch 
( re g £ 
19. IT. 6h 15.4 180 50,25 50,25 0,727 = RBasalw 
,{ 26. I.) 6h 18,4 185 47.88 46,15 0,754 
26. I.| 1,75h 18,7 185 96,72 79,92 O.S880  Wéhre er Arbeit 
»| 4. ID.) 6h 17,6 188 48.67 47.70 0.740  Basalwerte 
“Ui 4. IL | 2h 17,6 188 92.55 78,64 0.856 Wihrend der Arbe 
| 8. IL. 6h 19,6 184 47,00 44,92 0.761 Basalwerts 
‘1 8. IL! 1,50h 19,0 184 98.96 78.99 0.822 Wihrend der Arbei 
14. Il. 1,50h 18,5 192 97,18 79,42 0.890 . 
27. IL. 6h 18.5 200 48.62 46.04 0.768  Basalwert 
BL. Eig. Epinephrektomia bilateralis 
{ 24. ITI. 6b 19.2 216 42.38 42.38 0.727 . 
4 24. IT. 30’ 19.2 216 43.80 43.05 0,740 Whhrend der Arbeit 
~ {| 26. TIT. | 5h 19.8 212 39,72 38,47 0,751  Basalwerte 
’) 26. III. 30’ 19.8 212 40,00 39.96 0.730 Wuibrend der Arbeit 
@ I 29. Ill. 7,5h 19.6 208 41,68 40,97 0,740  Basalwerte 
| 29. ILL 40’ 19.6 208 40,92 38,16 0,762 Wihrend der Arbeit 
wieder Arbeitsversuche gemacht. In Tabelle X am vierten und 
siebenten Tage nach der Nebennierenexstirpation, in Tabelle X1 
m finften bzw. am achten Tage, in Tabelle XII am _  vierten, 
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sechsten und neunten Tage nach der Exstirpation. In alk 
diesen Versuchen zeigt sich, da®B trotz einem Gehen von 30 | 
40 Minuten, d.h. bis zur Erschépfung des Tieres, merkwiirdigerweix 
keine Steigerung des Gaswechsels eintritt, besonders keine Steigeruny 
der CQO,-Bildung und keine Steigerung des R. Q. Der O,-Ver- 
brauch ist 6fters etwas erhéht, bleibt aber ganz in der Nahe de: 
Fehlergrenze, so daB wir also zum SchluB kommen, daB bei de: 
epinephrektomierten Ratten die Anderungen des Gaswechsels bei 
Arbeit fehlen. 

Ganz anders gestalten sich aber die Verhaltnisse, wenn man 
Tiere nach der Nebennierenexstirpation nicht nach 4 bis 9 Tagen unte: 
sucht, sondern erst nach bedeutend laingerer Zeit. Wie wir in der Ein 
leitung erwihnt haben, steigt nach 3 Wochen der Grundstoffwechse| 
wieder auf den Normalwert. Auch die spezifisch-dynamische Wirkung 
und der Blutzucker werden wieder normal. Bei solchen Tieren erhalt 
man auch bei der Arbeit wieder die normale Steigerung des Gaswechsels 
sowohl des O,-Verbrauchs, wie des R. Q. Das beweist der Versuch det 
Tabelle LIT, 3, in welchem ein Gehversuch am 49. Tage gemacht wurc 
und der R. Q. von 0,76 auf 0,85 sich erhéhte, und der Versuch der Ta- 
belle IV, 3 und 4, in welchen dasselbe am 51. bzw. 56. Tage nach 
gewiesen wurde. Wenn also auch sonst die Erscheinungen der Kom 


j 
al 


pensation sich bei den epinephrektomierten Tieren ausgebildet haben 
dann sind auch die Anderungen des Gaswechsels bei Muskelarbeit 


wieder normal. 
Tabelle XIII. Ratte Nr. 263. 





‘Venedl Tier Pro 24Std. und Lkg 
_ Koirpergewicht 
Ge- |Hunger- a, CO.- Bemerkunger 


Datum | Daver | wieht zeit Verbrauch Bildung 


Std. g Std. g g 


226 24 32.46 33.56 Why Basalwerte 
248 24 33,80 34,95 0,76 : 
‘pinephrektomia bilateralis 
24 29,72 30,65 .750  Basalwerte 
5 Tage post op 
1,68 768 Nach 20 Min. Gi 
1,47 .759 = Basalwerte 
12 Tage post oy 
30 30,86 32,92 776 = Nach 30 Min. Ge 
24 33.98 35.88 768 Basalwerte 
18 Tage post op 
30 33.26 36,1! .790 > Nach 30 Min. Ge 
82.68 32,80 .730 | Basalwerte 
28 Tage post 0] 
34.06 37.! O.SO] Nach 35 Min. Ge 
33.07 34,12 0.751 Basalwerte 
38 Tage post op 
35,12 38.15 0.790 | Nach 52 Min. 
dauerndem G¢ 


30 30.00 3 
24 30,16 3 
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n allen 


Tabelle XIV. 


Ratte Nr. 265. 
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30 | 


Pro 24 Std 


und 








erwelse Versuch Tier 1 kg Kérper- 
—_ gewicht 
gerulig R. Q Bemerkungen 
, Hunger- O»o-Ver- COs 
O,-\ wre itum Dauer Gewicht zeit brauch Bildung 
ihe dey Std. g Std. g g 
re] det 
bei de \ 8,25 200 24 34,56 34.97 0,736 Basalwerte 
ia. YT. 6,00 201 24 34,00 84.59 0.740 Basalwerte 
lan die 21. V Epinephrektomia bilateralis 
L unter- 95. \ 6.00 197 24 27.13 27,04 0.725 sasalwerte 
. 4 Tage post op 
er Ein 95. V. 909 194 30 27,00 27,28 0,735 Nach 25 Min. Gehen 
wechsel {. Fe. 6.00 203 24 31,25 32.61 0.759  Basalwerte 
- | 11 Tage post op 
Irkung 1. VI. 2.00 200 30 2 06 33.76 0.766. Nach 35 Min. Geher 
erhalt 7. VI. 6,00 210 24 33.48 34,17 0,742  Basalwerte 
17 Tage post oj} 
eh sels - - 92 © _—a . ‘ 
chsel 7. VI. 200 208 30 34.16 36,54 0,778 Nach 30 Min. Gehen 
ich det 17. VI. 6,00 216 24 35,02 35,05 0,728  Basalwerte 
27 Tage post op 
wurde 17. VI. 2.00 213 30 35,96 39,16 0,792 || Nach 50 Min. Gehen 
ler Ta- 97. VI. 6.00 216 24 34,66 35,27 0,740 || Basalwerte 
37 Tage post op 
nach- 27. VI. | 2,00 212 30 35,12 | 38,87 0.805 | Nach 48 Min. Gehen 
Kom 
haben Tabelle XV. Ratte Nr. 264. 
larbeit 
Waveieil Tier Pro 24 Std. und 
ee ies 1kg Kiérpergewicht 
Ni Hunger-  O -Ver- CO>- R. Q. Bemerkungen 
Datum Dauer | Gewicht zeit brauch Bildung 
Std. g Std. g £ 
inger pars 
16. V.| 6.25 242 94 31.86 31.86 0.727 Basal werte 
16. V. 7,00 241 24 32,16 32,76 0,741 a 
21. V Epinephrektomia bilateralis 
1 | 29. V.: 6,00 247 24 28.06 28.17 0.730. Basalwerte 
8 Tage post op 
29. V.; 2,00 304 30 99.00 29.43 0.738 Nach 35 Min. Gehen 
2 || 5. VI.| 6,00 250 24 29 89 39,44 0.743. Basalwerte 
' 15 Tage post op 
t op 5. VI. 2.00 948 30 30.13 31.73 0.766 ‘Wach 40 Min. Gehen 
n. Ge 3 15. VI. 6.00 254 80 33.28 35,60 0.778 | Basalwerte 
) 25 Tage post op 
3 . 5. VI. | 2,00 254 30 32.06 32.26 0.732 Nach 40 Min. Gehen 
ig 4 ||25. VI. 6,00 263 24 31,96 31,96 0.727 Basalwerte 
cs 35 Tage post op 
1. Ge 25. VI. 2,00 260 30 33,09 36,39 0,798 Nach 45 Min. Gehen 
aft Analog den Versuchen des zweiten Teiles (Tabelle V und V1), 
1G * 
haben wir dann auch solche Versuche ausgefiihrt, in welchen der Gas- 
_ wechsel nicht wahrend, sondern sogleich nach dem Gehen untersucht 
1G wurde. In den Versuchen der Tabellen XII], XTV, XV wurde zunachst 
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auch bei diesen Tieren eine Bestimmung des Grundstoffwechs 
gemacht. Dann lieben wir sie in der Trettrommel bis zur vollsténdig: 
Krmidung laufen. Dann wurde in einer zweistiindigen Periode 
Gaswechsel bestimmt, der also der Nachperiode entsprach. Bei dies 


i 
fl 


II flan 


{// 
Abb. 1 


Abszissen: Die erste Zahlenreihe der Abszisse bedeutet die respiratorischen Quot 
Die zweite Zahlenreihe bedeutet O,-Verbrauch pro kg und Stunde. Die leeren Vier 
bedeuten den Grundstoffwechsel, die schwarzen den Stoffwechsel wahrend der Mus} 

Die Linien iiber den Vierecken bedeuten die respiratorischen Quotienten. Es ist angeg: 
Arbeit iindert. Doppelte Linien bedeuten -hier den res; 


um wieviel dieser sich bei der 
ist 1 und 2 


torischen Quotienten in der Ruhe, einfache be: der Arbeit. In IIT und IV 
Arbeitsversuch am normalen Tier. 3 bzw. 3 und 4 sind Arbeitsversuche bei seit m+ 

30 Tagen nach der Nebennierenexstirpation iiberlebenden Tieren. In Versuch X und XI 
6. Vers 


die 1. und 2. und in XII 1., 2., 3. Versuche am normalen Tier; 3., 4. bzw. 4., 5. 
innerhalb der ersten Woche nach der Nebennierenexstirpation. 


Versuchen hat es sich um lauter Tiere gehandelt, welche die Entfernung 
der Nebennieren lingere Zeit iiberlebt haben und bei welchen wir nic!}i! 
nur einige Tage, sondern auch nach mehreren Wochen diese Versucli 
wiederholen konnten. Die ersten Bestimmungen fanden 4 bis 5 Tay 


nach der Nebennierenentfernung statt. Ebenso wie in den Tabellen \ 
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XII wahrend der Arbeit, so findet man zu dieser Zeit auch keine 
hédhung des Gaswechsels in der Nachperiode. Es ist aber sehr 


rressant, die Tiere weiter zu beobachten. Nach und nach steigt 
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Abb. ®. 
VIII, IX) bzw. nur die Nachperioden 
diesen Nachperioden an 
In den itibrigen 


sind auch die Nachperioden nach der Arbeit (VII 
Die gestrichelten Vierecke geben den 0,-Verbrauch 

VII, VIII, IX wurde auch in der Arbeitsperiode der Oo-Verbrauch bestimmt 
ur in der Nachperiode. Die Zeit zwischen der Ruheperiode und der Nachperiode entspricht 

Arbeitszeit. Alle Zahlen haben dieselbe Bedeutung wie in Abb. 1. Versuche VII, VIII 
IX, V, VI sind an normalen Tieren ausgefiihrt, XIV, XV, XVI zeigen die Nachperiode bei den 
ebennierenlosen Tieren nach der Nebennierenexstirpation bis zur voll 


verschiedene Tage 
zu entnehmen 


stiindigen Erholurg. Die zeitlichen Verhiltnisse sind aus den Tabellen 


der anfangs gesunkene Grundstoffwechsel, so wie wir das friiher be- 


schrieben haben. Am 37. bis 38. Tage sieht man bereits auch ein deut- 


liches Steigen des R.Q. nach der Arbeit, das aber immer noch nicht 
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die Héhe des normalen R.Q. erreicht. Immerhin werden schon Wert 
in der Nahe von 0,80 erreicht. Besonders die Kohlensaéurebildung 
steigt an, aber auch der Sauerstoffverbrauch. Man vergleiche dies 
Versuche speziell mit den Arbeitsversuchen bei normalen Tieren de 
Tabellen V, VI und VII, wo ebenfalls Halbstundenperioden, aber he; 
normalen Tieren, untersucht worden sind. Da zeigt sich, z. B. 
Versuch VII, 2, dab nach einer halbstiindigen Geharbeit bei diesen 
Tiere der O,-Verbrauch um etwa 30°, und der R.Q. von 0,738 aut 
0,988 gestiegen ist und in der Nachperiode auch noch 0,810 betragt 
Das ist etwa dieselbe Héhe, die in der Nachperiode bei diesen lang: 
iiberlebenden Tieren erreicht wird. In den Versuchen der Tabellen I] 
und [IV haben wir bei solchen linger tiberlebenden Tieren Gaswechse| 
versuche wahrend dem Gehen, die auch wieder die normale Steigerung 
zeigen. Die Riickkehr zum normalen Typus findet nach etwa 4 Woche: 
statt, also zur selben Zeit, wenn auch der Grundstoffwechsel wiede: 
normal wird. Nach dieser Zeit ist bereits eine bestimmte Kompensativo: 
der Nebennieren durch die Hypertrophie der Nebenorgane eingetreten 
Erst wenn man in diesem Stadium die Tiere noch bedeutend lange: 
gehen lassen wiirde, wiirden sich auch hier die Erscheinungen de: 
mangelhaften Kompensation zeigen, wie sie uns aus dem raschere! 
Ermiiden und dem spateren Fallen des Blutzuckers auch bei diese: 
Tieren bekannt sind. 
Diskussion. 

Als Ergebnis dieser Versuche kénnen wir das Folgende zusammen- 

fassen. 


l. Bei normalen Tieren a) reicht schon ein wahrend des 
Xespirationsversuchs stattfindendes halbstiindiges Gehen aus, um den 
Sauerstoffverbrauch um etwa 30°, oder noch héher und den R.Q 
von 0,7 auf 0,9 zu heben. 

b) Auch nach der Arbeit ist eine Steigerung aller dieser Wert: 
deutlich zu sehen. Ein halbstiindiges Gehen erhdht bei normale: 
Tieren auch in der nachstern halben Stunde den Gaswechsel und 
speziel! den R. Q noch immer bis zu etwa 0,8. 

c) Bei langerem Gehen, bis zu 2 Stunden, steigt der O,-Verbrauch 
etwa um 100°, und wahrend des Gehens steht der R.Q. auf 0,9. Nac! 
einem solchen 2 Stunden langen Gang kehren die normalen Gas- 
wechselwerte in der dritten halben Stunde zuriick. 

2. Wenn man diese Verhaltnisse bei Tieren untersucht, bei denen 
die Nebennieren entfernt sind, dann findet man: 

a) In Bestatigung unserer friiheren Versuche ein Absinken des 
Grundumsatzes, das etwa bis zum sechsten Tage dauert, dann wiede! 


steigt und etwa am 20. Tage wieder den normalen Wert erreicht. 
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b) Diese epinephrektomierten Tiere sind am vierten bis achten 
Tage nach der Operation nach etwa 30 Minuten langem Gehen 


ersch6pft, ganz im Gegensatz zu normalen Tieren, die erst nach 3- bis 


‘ R e * ° e - ae * ° ry 
31/,stundigem Gehen Anzeichen einer Erschépfung bieten. Uberleben 


solche Tiere langer, dann wird auch die Arbeitszeit linger, und 35 bis 
38 Tage nach der Exstirpation erreicht man Gehdauern bis zu 50 Minuten 
und mehr. 

c) Der Gaswechsel dieser Tiere gestaltet sich nun ganz anders 
wahrend und nach der Arbeit als bei den normalen Tieren. Wahrend 
des Gehens steigt der R.Q. in sieben Versuchen bei drei verschiedenen 
Tieren nicht an. Der O,-Verbrauch zeigt héchstens eine ganz geringe 
Erhéhung. Die charakteristische Steigerung der CO, fehlt vollstandig. 
Untersucht man bei diesen Tieren den Gaswechsel nicht wahrend des 
Gehens, sondern in der Nachperiode, so zeigt er ebenfalls keine 
Anderungen. Der R.Q. bleibt normal. Der O,-Verbrauch steigt héchstens 
unbedeutend an. Wenn man aber die Tiere weiter beobachtet, so findet 
man nach 50 Tagen wieder die normale Steigerung des O,-Verbrauchs 
und des R.Q. wahrend der Arbeit. Nach 28 und noch mehr nach 
38 Tagen war in der Nachperiode auch wieder der O,-Verbrauch und 
besonders auch der R. Q. gesteigert, geradeso wie bei normalen Tieren. 
Das geschieht zu derselben Zeit, wenn auch der Grundstoffwechsel 
dieser Tiere wieder normal wird. Die Muskelarbeit findet bei 
epinephrektomierten Tieren ohne wesentliche Erhéhung der CQ,-Aus- 
scheidung und besonders ohne Erhéhung des R.Q. statt. Nachdem 
die Tiere Arbeit leisten, muB das auf Grund eines ganz anderen 
Mechanismus geschehen als normaler Weise. 

Bekanntlich kann man die Steigerung des R. Q. bei der Arbeit auf 
zweierlei Weise erklaren. Wenn bei der Arbeit aus den Muskeln 
Milchsdure in das Blut gelangt, wird dort Kohlensaure frei, und die 
Erhéhung des R.Q. erklarte sich demnach aus solcher ,,ausgetriebenen* 
CO,. Dazu kommt noch die Vermehrung der Atmung, wobei sich 
ebenfalls CO, bildet. Gegeniiber dieser Erklarung der Steigerung des 
R.Q. bei Muskelarbeit steht die Annahme, daB die Erhéhung des 
R.Q. bei Muskelarbeit dadurch entsteht, daB im wesentlichen Zucker 
verbrannt wird. 

Diese beiden Erklarungsméglichkeiten sind viel diskutiert worden, und 
zuletzt hat Simonson (8) besonders auf Grund der Arbeiten von A. V. Hill 
und Mitarbeitern diese Frage ausfiihrlich besprochen. Untersucht man die 
Respiration in ganz kurzen, minutenlangen Arbeitsversuchen, dann erklart 
sich die Erhéhung des R. Q. einfach als Folge der aus dem Blute aus- 
getriebenen Kohlensiure. Wenn man jedoch langere Versuche macht, 
dann gleicht sich der Kohlenséuregehalt im Blute wieder aus, und nun 
entspricht die abgegebene Kohlenséure wieder der Sauerstoffaufnahme, 
bzw. nun kann man wieder aus dem R.Q. auf die Natur der Stoffwechsel- 
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vorgange folgern. Dieser Teil der Arbeit wird als ,,steady state*’ bezeich: 
In diesem steht der R.Q. nach Simonson auf einem Niveau (S. 789), wel 
der Schwere und der Dauer der Arbeit entspricht. Wir sind wohl berecht 
Gehversuche von '/, Stunde und langerer Dauer fiir den .,steady sta 
zu halten. : 

Man wird sich zur Erklarung des in den obigen Versuchen 
machten Befundes, da} bei den nebennierenlosen ‘Vieren die CO 
Ausscheidung nicht zunimmt und besonders auch der R. Q. nicht ansteigt 
auf zwei verschiedene Weisen einstellen kénnen, je nach dem wit 
Steigerung erklaren. Halten wir die Erhéhung des R.Q. einfach als d 
Folge der durch Milchséure ausgetriebenen und ausventilierten CO 


dann bedeutet der Befund, daB diese Tiere keine Milchséure gebilde 


haben. Halten wir aber die Erhéhung des R.Q. beim Gehen ci 
normalen Tiere fiir den Ausdruck dessen, da®B bei der Muskelarbeit 


Zucker verbrannt wird, so bedeutet der Befund, daB bei neben- 


nierenlosen Tieren die Muskelarbeit nicht auf Kosten von Zucke 
verbrennung geleistet wird. 

Die Ursache dafiir, dafs die nebennierenlosen Tiere keine Milc! 
siure zu bilden scheinen, bedeutet ja eigentlich dasselbe, daB namlic! 
nicht Zucker die Quelle der Muskelarbeit bei diesen Tieren ist. 
kommen wir, welche Erklarung wir auch fiir die Steigerung des R.Q 
bei der Muskelarbeit annehmen, zu der Folgerung, daB bei neben 
nierenlosen Tieren die Muskelarbeit nicht durch Verbrennung vo: 
Zucker geschieht und ohne Bildung von Milchsaure verlauft. 

Dabei haben diese Tiere nicht die Fahigkeit verloren, Zucker 
verbrennen, denn wie aus dem ersten Teil hervorging, findet, wem 
man diese Tiere mit Zucker fiittert, eine Zuckerverbrennung statt 
Es handelt sich also nicht um eine Unfahigkeit der nebennierenlose: 
Tiere, Zucker zu verbrennen, sondern die Erklarung unserer Befunc: 
ist wohl die, daB durch Mangel der Inkretion der Nebennieren, den Mang 
an Adrenalin, kein Glykogen aus der Leber bei der Muskelarb« 
mobilisiert wird und dadurch die Muskeln gezwungen sind, ihre Arbeit 
ohne Kohlenhydrat zu leisten. 

Das Resultat dieser Gaswechselversuche ist dann, da bei Fehl 
der Nebennieren die Muskelarbeit, im Gegensatz zu normalen Tiere: 
nicht auf Kosten von Zucker geleistet wird. Das gilt sowohl fiir di 
eigentliche Arbeitsperiode als auch fiir die Erholungsperiode. Diese: 
Gedanke, da®B die nebennierenlosen Tiere einen ganz anderen Stoft 
wechselmechanismus der Muskelarbeit haben als die normalen Tier 
wire noch vor kurzer Zeit kaum glaubbar gewesen. Im Lichte « 
neuesten Kenntnisse iiber den Muskelstoffwechsel ist aber ein solch« 
zweiter Stoffwechselmechanismus sehr gut vorstellbar. Lundsgaard (‘) 
hat gezeigt, daB, wenn man Muskeln mit Monojodessigsdure vergiftet 
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der Arbeit keine Milchsaure gebildet wird, sondern die Kreatin- 
sphorséure bei der Kontraktion total zerfallt. Selbst bei der Toten- 
rre entsteht keine Milchséure. Das ist besonders auch unter anaeroben 
lingungen der Fall. Nach Meyerhof (10) .,zerfallt an Stelle der 
chséurebildung eine energetisch Aaquivalente Kreatinphosphor- 
re. Die anaerobe Resynthese bleibt vollstandig aus." 

Ks ist modglich, daB nach Verlust der Nebennieren infolge der 
mangelhaften Kohlenhydratmobilisation, die sich ja gerade auch in 
ler Hypoglvkamie bei Muskelarbeit auBert, den Muskeln nicht ge- 
igend Zucker zugefiihrt wird und dieselben deshalb gezwungen sind 
re Arbeitsleistung mit Hilfe dieses zweiten Prozesses zu versehen. 
Kine Arbeit von Olmsted (11) unterstiitzte diese Annahme in gewisser 
Beziehung. Er fand, dab, wenn man durch Insulinkrampfe Muskeln 
vollstandig kohlenhydratfrei macht, diese trotzdem noch zu bedeutender 
\rbeitsleistung fahig sind, aber ohne daB sie Milchséure in meBbaren 
Mengen bilden. Man kénnte sich denken, da} auch in diesen Versuchen 
lie Muskeln durch den Mangel an Zucker gezwungen wurden, den 
zweiten Mechanismus‘ der Arbeitsleistung zu benutzen. 

Die Annahme, daB die nebennierenlosen Tiere nicht Kohlenhydrat 
mur Muskelarbeit benutzen, wird ferner sehr gestiitzt durch den Befund 
von Houssay und Mazzocco (12), daB bei Ratten nach beiderseitiger 
Nebennierenexstirpation ,,wihrend den ersten zwei Wochen das 
Lactacidogen deutlich auf 50 bis 70°, des normalen vermindert ist, 
iber nach dieser Zeit wieder ganz normal wird’. Tatsachlich tritt 
ja nach 2 bis 3 Wochen die 6fters erwihnte Erholung der Tiere ein, 
Blutzucker, Grundstoffwechsel, spezifisch-dynamische Wirkung, Er- 
miidungszeit werden ganz oder fast normal. Leider sind die Milchsaure- 


bestimmungen dieser Autoren, abgesehen von zu wenigen Fallen, nicht 


in den ersten Tagen nach der Nebennierenexstirpation gemacht. Sie 


sollen erginzt werden. 


Zusammenfassung. 

1. Nebennierenlose Tiere verbrennen per os gegebenen Zucker. 
Der R.Q. wird bei diesen ebenso erhéht wie bei normalen Ratten. 

2. Bei normalen Ratten findet man beim Gehen in einem Tretrad 
in bekannter Weise eine starke Steigerung des Gaswechsels, auch 
des R.Q. Nach halbstiindigem Gehen sind diese Werte auch noch 
in der nachsten halben Stunde erhdht; nach einem zweistiindigen 
Gehen noch 1 Stunde lang nachher. 

3. Bei nebennierenlosen Tieren findet man bis zu 8 und mehr Tagen 
nach der Nebennierenentfernung, da wahrend der Muskelarbeit die 
CO,-Bildung und der R.Q. nicht ansteigen; auch der O,-Verbrauch ist 
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kaum erhéht. Auch in der Nachperiode ist keine Erhéhung zu 
merken. Erst etwa 4 Wochen spiter sieht man beim Gehen wie i 
die normale Steigerung des Gaswechsels. 

Ks ist das dieselbe Erscheinung der Kompensation, die auch so 
bei Ratten nach Nebennierenexstirpation gefunden wird. Nach dies: 
Zeit hat sich der anfanglich gesunkene Grundstoffwechsel wied 
gehoben, und auch die Blutzuckerwerte in der Ruhe werden wiec 


normal und zeigen erst bei schwerer Arbeit dann noch eine gewiss 


Senkung. 
4. Aus den Gaswechselversuchen wurde geschlossen, daB die nebe: 


nierenlosen Tiere Muskelarbeit leisten, ohne daB sie Zucker verbrenne: 


und Milchséure bilden. Deshalb fehlt die Steigerung des R.Q. bei «i 
Arbeit. 
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Die Beeinflussung 


der elektrostatischen Ladung der Gewebe durch Arzneistoffe. 


(Ein Beitrag zum Problem: Permeabilitit und Entziindung.) 


Von 
E. Starkenstein und H. Weden. 


(Aus dem pharmakologisch-pharmakognostischen Institut 
der Deutschen Universitaét in Prag.) 


(Eingegangen am 18, Mdrz 1931.) 


I. 

Die Beteiligung der GefaBe, im besonderen der Kapillaren am 
Zustandekommen einer Entziindung, gilt fast allgemein als gesicherter 
Bestand dieses Teiles klinischer und experimentell-pathologischer 
Forschung. Glaubte man einerseits, gesteigerte Durchlassigkeit der 
GefaBe als Ursache fiir die Genese der Entziindung annehmen zu 
kénnen, so konnte man andererseits in der antiphlogistischen Wirkung 
gewisser Stoffe eine Unterstiitzung obiger Annahme sehen: es wurde 
ganz allgemein geschlossen, daB alle Mittel, welche die abnorme Weite 
ind Durchlassigkeit der GefaiBe herabsetzen, entziindungswidrig 
wirken miissen. Hierin wurde, soweit es sich um lokale Entziindungs- 
bekimpfung handelt, der Wirkungseffekt der Adstringentia gesehen. 
Die Entdeckung, daB Calciumsalze nicht nur értlich adstringierend 
wirken, sondern auch nach parenteraler Verabreichung antiphlogistische 
Effekte entfalten, hatte zu der Annahme gefiihrt, daB die Kalksalze 
gewissermaBen als fernwirkende Adstringenzien aufzufassen  seien, 
deren Effekt darin bestehe, daB durch sie die kleinsten Blut- und viel- 
leicht auch LymphgefaBe abgedichtet und weniger permeabel gemacht 
werden. 


Sowohl zum Nachweis der gesteigerten Kapillardurchlassigkeit 
bei der Entziindung als auch zum Nachweis der gefaBdichtenden 
Wirkung der Calciumsalze wurden Farbstoffe benutzt, deren Aus- 
schiedung einerseits bei der Entziindung, andererseits bei der An- 
wendung entziindungshemmender Kalksalze anders erfolgte als in 
der Norm. 
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Ohne auf Einzelheiten dieser Untersuchungen néher einzugehen 
hier nur auf die Arbeiten von Térék', Hoff*?, O. Miiller®, Gansslen*, Lew 
und Petersen®, Fréhlich und Zack*®, hingewiesen. 

Waren diese Untersuchungen lediglich auf die Farbstoff 
scheidung bei Bestehen des pathologischen Prozesses gerichtet und 
Sinne des Bestehens einer gesteigerten Kapillardurchlassigkeit wahr 
des Entziindungsprozesses zu deuten, so mubten andererseits friily 
Untersuchungen, die Rosenow? und der eine von uns® iiber die Wirki 
der Calciumsalze auf die Ausscheidung und Verteilung des Fluorescei 
natriums ausgefihrt hatten, im Sinne der Dichtung des Kapil! 
systems durch diese Salze gedeutet werden. 

Die Untersuchungen von Rosenow und die unabhingig da 
durchgefiihrten Untersuchungen von Starkenstein wurden an Kai 
chen vorgenommen, die Fluorescein intravenés bzw. subkutan injiz 
erhielten. Es wurde darauf geachtet, wann einerseits die ikterische \; 
firbung der Haut und Schleimhaute eintritt, andererseits der Ubertrit: 
des Farbstoffs in die Vorderkammer des Auges erfolgt. Diese Unt 
suchungen hatten ein eindeutiges Resultat in dem Sinne, dafi durch 
Calciumchloridinjektion der Ubertritt des Farbstoffs aus dem Blute in 
Grewebe und in das Kammerwasser verzégert, ja, wie aus den Versucly 
von Starkenstein hervorging, bei Injektion einer bestimmten Farbst 
menge tiberhaupt verhindert werden kann. Quantitative (kolorimetrisc} 
Bestimmungen des Fluoresceins einerseits im Blute und andererseits 
Kammerwasser und im Harn hatten ergeben, daB dieser Farbstoff bei der 
mit Calcium vorbehandelten Tiere rascher im Harn erscheint als in der Norn 

Alle diese Ergebnisse konnten unschwer in Ubereinstimmung n 
den vorherrschenden Anschauungen tiber die gefiBdichtende Wirkuny 
der Calciumsalze in dem Sinne gedeutet werden, daB durch das Calciui 
der Ubertritt des Farbstoffs aus der Blutbahn erschwert wird, d: 
er daher schneller im Harn erscheint als in der Norm. In den Ergeh 
nissen dieser Versuche muBte in der Tat eine Bestatigung der .\: 
schauung gesehen werden, da Calciumsalze gefaBdichtend wirken u: 
dadurch den Ubertritt aus der Blutbahn in die Gewebe verzégern 
Weitere Untersuchungen von Starkenstein, da ebenso wie Calciumsalz: 
auch parenteral verabreichte Milech und verschieden konzentriert: 
Salzl6sungen in bezug auf die Farbstoffausscheidung gleichsinnig 
wirken wie die erwahnten Calciumsalze, und weiter die Tatsache, da 


! Térék, Arch. d. Dermat. 53, 1904. 
2 Hoff, Zeitschr. f. exper. Med. 57, 253, 1927. 
3 Miller, Die Kapillaren der menschlichen Kérperoberflache in x 
sunden und kranken Tagen. Stuttgart 1922. 
' Gdnsslen, Miinch. med. Wochenschr. 69, 263, 1922. 
® Lewinson and Patersen, Amer. Rev. Tbe. 15, 681, 1927. 
6 Fréhlich u. Zack, Zeitschr. f. exper. Med. 42, 41, 1924. 
Rosenow, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 4, 426, 1916. 
® Starkenstein, Miinch. med. Wochenschr. 1919, S. 205. 
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liese Lésungen ebenso wie die Calcivmsalze antiphlogistisch wirken, 
muBte zur Schlubfolgerung berechtigen, daB tatsachlich der entziindungs- 
emmende Effekt der Calcinmsalze der parenteral injizierten Milch usw. 

GefaBdichtung zuriickzufiihren sei. 

Diese SchluBfolgerungen muBten aber an ihrer Beweiskraft sehr 
iel verlieren durch die Ergebnisse weiterer Untersuchungen, die der 
ine von uns! uber den EinfluB der 2-Phenylchinolin-4-carbonsaure 
\tophan) auf Ausscheidung und Verteilung des Fluoresceinnatriums 
usgefiihrt hat. Dieser Stoff wirkt bekanntlich mindestens gleichstark 
entzundungshemmend wie die Calciumsalze, und es war zu _ er- 
arten, da er auch hinsichtlich seines EFinflusses auf die Farbstoff- 
verteilung und Ausscheidung gleichartig wie das Calcium wirken werde. 
Um so tiberraschender war der Befund, daB die Ausscheidung subkutan 
der intravends injizierten Fluoresceinnatriums in das Kammerwasser 
bei den mit Atophan vorbehandelten Tieren nicht nur nicht gleichartig 
wie bei den mit Calcium vorbehandelten Tieren gehemmt, sondern 
ogar auBerordentlich gefdrdert wird. Fluoresceinmengen, die nach 

intravenéser Injektion selbst am normalen Tiere noch keine ikterische 

Verfarbung der Haut und keine Verfarbung des Kammerwassers be- 
\irken, rufen bei den mit Atophan vorbehandelten Tieren schon nach 
ganz kurzer Zeit diese Verfarbung hervor. 

War oben der entgegengesetzte Effekt an den mit Calcium vor- 
hehandelten Tieren im Sinne einer GefaBdichtung gedeutet worden, 
so muBte der Ausfall dieser Versuche eigentlich zu dem SchluB fiihren, 
laB das Atophan die Kapillardurchlassigkeit auBerordentlich erhéht. 
Dadurch wird aber ein Paradoxon geschaffen. daB ein Stoff, der die 
GefaBdurchlassigkeit erhéht, trotzdem stark entziindungshemmend 
wirkt. Jedenfalls aber muBte der Ausfall dieser Versuche uns zu der 
\nnahme fiihren, daB die durch Calciumsalze einerseits und durch 
\tophan andererseits hervorgerufenen Entziindungshemmungen nicht 
wesensgleich sein kénnen, wenn sie durch die Beeinflussung der Ka- 
pillardurchlassigkeit bedingt wiren, ja es miiBte gefolgert werden, 
daB das Atophan eher die Entztindungsbereitschaft erhéhe, wenn aus 
dem Fluoresceinversuch auf die ‘Kapillardurchlissigkeit geschlossen 
werden darf. Da dies aber tatsichlich nicht der Fall ist, muBte die am 
Farbstoffdurchtritt gemessene Kapillardurchlassigkeit hinsichtlich ihrer 
Beziehung zur Entziindungsgenese bzw. Entziindungsbekaimpfung in 
Zweifel gezogen werden”. Um so wichtiger aber erschien es uns, das 


1 Starkenstein, Miinch. med. Wochenschr. 1919, 8.205; Therap. 
Monatshefte 1921, S. 582: diese Zeitschr. 106, 188, 1920. 

2 Vel. hierzu Starkenstein, Handb. d. normalen u. pathol. .Physiol. 
13. 382 ff. 1929, sowie Referat tiber Entziindung, Tagung der Deutsch. 
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Wesen dieser Beeinflussung der Farbstoffausscheidung durch Calciu: 
salze einerseits und durch Atophan andererseits niher zu studiere 


um die Griinde zu erforschen, die die Anderung der Verteilung und 
Ausscheidung dieses Farbstoffs unter dem EKinfluB von Calcium einerseits 


und Atophan andererseits bedingen. 

Es ist ja hinlanglich bekannt, daB gewisse Farbstoffe in Abhangig 
keit von ihrer Reaktion, ihrem elektrischen Ladungssinn und _ ins 
besondere ihrem kolloidalen Zustande im Organismus verschieder. 
Wege gehen und dab von diesen physikalischen Eigenschaften ihr 


Verteilung in den einzelnen Organen, ihr Ubertritt in den Harn usy 


abhaingt. Hier liegt nun aber ein Fall vor, daB unter dem EinfluB |x 
stimmter Mittel ein Farbstoff andere Wege geht als in der Norm. Di 
Ursachen dieser Einfliisse hinsichtlich des Atophans naher zu studiere: 
war die Aufgabe der folgenden Versuche. 


If. 


Gehen wir zunichst von der bereits festgestellten und oben e: 
waihnten Tatsache aus, daB ein in den Kreislauf gebrachter Farbstof 
unter dem EinfluB8 von Atophan andere Wege wandert als in de 
Norm, und zwar vom Blute aus in erhédhtem Mabe in die Gewebe aus 
geschieden wird und im verringerten MaBe im Harn erscheint, so legt 


dies die Frage nahe, ob es sich hierbei um einen Spezialfall fiir das 


System Atophan—Fluorescein handle, oder ob dem Atophan ein 
iiber den Einzelfall hinausgehende allgemeinere Bedeutung nach det 
Richtung hin zukommt, Wanderung und Ausscheidung verschiedenet 
Stoffe zu beeinflussen. 

Wir verfiigen nach der Richtung hin bereits tiber eine Reihe von FE: 
fahrungen, die in Verbindung mit der Diskussion dieses Problems hera: 
gezogen werden miissen: Das Atophan verdankt bekanntlich seine En 
fiihrung in den Arzneischatz seiner Fahigkeit, die Harnséure aus de! 
menschlichen Organismus in erhéhtem MaBe zur Ausscheidung zu bringe! 
Zur Erforschung der Art des Wirkungsmechanismus dieses auBerst inte! 
essanten Stoffes wurden zahlreiche Untersuchungen angestellt, die se!}st 
wieder zu den verschiedensten Auffassungen fiihrten. Im allgemeinet 
herrschen zwei Ansichten vor, die zur Erklarung dieses Phinomens herat 
gezogen wurden: 1. Pharmakologische Beeinflussung der Nierentitigk 
in dem Sinne, daB die Niere fiir die Harnséure, die sie nur bis zu eine! 
gewissen Grade auszuscheiden vermag, durchlassiger wird. 2. Beeinflussung 
des Gewebes durch Atophan und dadurch bedingte Lockerung der Puri 
basen, die nunmehr in erhéhtem MaBe im Blute kreisen und der Niere zw 
Verfiigung gestellt werden. 

Weiter konnte festgestellt werden!, da& die Diurese, welche die Ad: 
nalinglykosurie begleitet, durch Atophan auBerordentlich gesteigert werd: 
kann, waéhrend Atophan selbst nicht diuretisch wirkt. Atophan ist son 


1 Starkenstein, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 92, 339, 1922. 
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weder fiir den normalen, noch fiir den 6dematésen Organismus ein Diure- 
tikum. Hingegen vermag es die Niere nach der Richtung hin zu beeinflussen, 
das ihr zur Eliminierung bereitgestellte Wasserquantum in héherem MaBe 
zur Ausscheidung zu bringen als sie es an und fiir sich unter dem Ein 
fluB echter Diuretika vermag. In Ubereinstimmung damit steht eine von 
H. Pribram gemachte Beobachtung, daB auch die durch Digitalis hervor- 
gerufene Diurese durch gleichzeitig verabreichtes Atophan  gesteigert 
v ird t 

Gelegentlich konnte durch Atophan auch eine Vermehrung der Zucker- 
ausscheidung bei bestehender Glykosurie, sowie eine vermehrte Aceton- 
ausscheidung beobachtet werden. Wir sehen somit aus allem, daB das 
Atophan imstande ist, die Ausscheidung gewisser Stoffe durch den Harn 
zu steigern, was in einem gewissen Gegensatz zu obiger Beobachtung steht, 
nach welcher die Ausscheidung des Fluoresceins durch die Niere unter 
dem EinfluB von Atophan herabgesetzt wird. 

Es schien von allem Anfang an unwahrscheinlich, daB die ver- 
minderte Farbstoffausscheidung durch die Niere die Folge einer Nieren- 
wirkung des Atophans sei, was ja im Gegensatz stiinde zu allen bisher 
bekannten Tatsachen iiber die fordernde Wirkung des Atophans auf 
die Ausscheidung verschiedener Stoffe durch die Niere. ‘Es muBte 
somit als héchst wahrscheinlich angenommen werden, dab die ver- 
minderte Farbstoffausscheidung durch die Niere eine sekundire Er- 
scheinung sei, bedingt durch jene Atophanwirkung, welche die Ab- 
wanderung des Farbstoffs aus dem Blute in die Gewebe veranlaBt, 
wodurch eben der Niere eine geringere Menge des Farbstoffs zur Ver- 
fiigung gestellt wird. 

Um zu beweisen, wieweit diese Annahme richtig sei, wurde zunichst 
untersucht, wie sich das Fluorescein im unbeeinfluBten Organismus 
verteilt, und weiter, wie diese Verteilung nach Ausschaltung der Nieren- 
funktion (Unterbindung der Nierenarterien) vor sich geht. 

Zunachst mu darauf hingewiesen werden, daS die Verteilung des 
Farbstoffs im Organismus natiirlich abhangig ist von seiner Konzentration 
im Blute selbst; denn waéhrend, wie oben erwaéhnt wurde, bei der Injektion 
von 2,5ceem einer 1° igen Lésung 25mg Fluorescein der Farbstoff 
zunéchst in die Nieren geht und nur ein Teil in die Gewebe und so gut wie 
gar nichts in das Kammerwasser, wird letzteres nach Injektion der gleichen 
Fluoresceinmenge (25 mg) in 5°,iger Lésung (= 0,5 ccm) sehr stark griin 
gefarbt, wobei das Ausstr6men des Farbstoffs bekanntlich wirbelartig 
in Form der Ehrlichschen Linie einsetzt. Wir sehen daraus, daB  jene 
Organe, welche nach Injektion einer bestimmten Menge noch kein Fluorescein 
aufnehmen, dies bei héherer Konzentration des Farbstoffs im Blute ver- 
mégen. Unterbindet man nun die Nieren, so mu8 natiirlich zunaéchst ein 
Zustand geschaffen werden, der einer erhéhten Farbstoffkonzentration 
im Blute entspricht. 

Diese Versuche haben aber nun ergeben, da{} bei dieser Versuchs- 
anordnung zwar eine geringe Menge des Farbstoffs in das Kammer- 


1 H. Pribram, in obiger Mitteilung. 
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wasser ausgeschieden wird, dal aber die Anderung der Verteiling 
hauptsachlich das Leber—.Gallensystem zu betreffen scheint. 


Wie Tada' gefunden hat, tritt die Leber kompensatorisch fiy 
die Nierenfunktion ein, und der Farbstoff, der normalerweise haupt 
sichlich im Harn erscheint, wandert jetzt sehr rasch durch die Cal} 
in den Diinndarm. Wie die Tabelle | zeigt, ist die Galle bei Ausschalt uny 
der Nierenfunktion der Norm gegeniiber viel reicher an Fluorescei; 
wahrend Muskulatur und Haut kaum intensiver gefarbt sind als bein 
normalen Tier, gar nicht zu reden von den Organen wie Lunge, Mil 
und Gehirn, die in beiden Fallen farblos erscheinen. Auch das Kamme 
wasser und die Herzbeutelfliissigkeit enthalten nur wenig Farbstoff 
Ein betrachtlicher Teil ist noch im Blute zuriickgeblieben. 

Ganz anders verhalt sich die Fluoresceinverteilung bei einem ‘Tie: 
das 1 Stunde vorher 0,5 g Atophan pro Kilogramm erhalten hat. Hie: 
findet sich die Hauptmenge des Farbstoffs in der auBerordentlic! 


intensiv gefarbten Muskulatur und in der Haut, wahrend im Blute 


verhaltnismaBig weniger zuriickgeblieben ist. Das Kammerwasse: 
und die Herzbeutelfliissigkeit enthalten hier den Farbstoff in relati 
sehr hoher Konzentration. Atophan muB also einerseits den Eintritt 


des Farbstoffs in die Gewebe begiinstigen, andererseits aber muB darau! 
hingewiesen werden, daB die Konzentration des Fluoresceins im Blute 


in diesen Versuchen bedeutend héher ist als bei den Tieren, die be 


intakter Nierenfunktion Fluorescein allein bekommen haben, und 


dal} trotzdem die im Harn ausgeschiedene Menge bedeutend geringe: 
ist; die Ausscheidung durch die Niere geht also hier nicht der Kor 
zentration des Farbstoffs im Blute proportional. Andererseits sei hie! 


auf die friiheren Versuche iiber die Ausscheidung des Fluoresceins bei 


den mit CaCl, vorbehandelten Tieren hingewiesen, bei denen kei 
rs ° ° ° - ar » 

Ubertritt des Farbstoffs in die Gewebe der Organe, sowie ins Kamme 
wasser nachzuweisen war, bei denen aber die Ausscheidung in de: 


Harn die des Normaltieres tibertraf, was doch fiir eine Abhangigkei 


der Ausscheidung des Farbstoffs durch die Nieren von seiner Kor 
zentration im Blute sprechen wiirde. Inwieweit hier renale oder extra 


renale Faktoren mitbeteiligt sind, werden weitere Versuche zu er 


bringen haben. 


Die vermehrte Ausscheidung des injizierten Farbstoffs durch die Galle 


lieBe sich durch die Befunde von Jada? erkléren, der gefunden hat, da 
die in die Galle ausgeschiedene Farbstoffmenge in einem bestimmt 
Verhaltnis zu der durch die Leber geflossenen Farbstoffmenge steht. 


1 Tada, Acta Scholae med. Kiota 11, 243, zitiert nach Rona, Bei 


51, 260. 
2 Derselbe, ebendaselbst 11, 253, zitiert nach Rona, Ber. 51, 260. 


Kaninchens bei normalen Ti 
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Obwohl oben schon die Annahme gemacht wurde, da die geande; 
Verteilung des Fluoresceins in den Geweben nach Atophanvorbehand|i: 
auf einer Beeinflussung der Gewebe selbst beruhen diirfte, seien es 
Kapillarwainde, oder die jenseits von diesen gelegenen Gewebe 
Organe, so war doch noch die Frage zu entscheiden, ob Atophan ni 
etwa den Farbstoff selbst verandert und ihm dadurch die Méglichkeit 
gibt, die Organe leichter zu durchdringen. 


Zu diesem Zwecke verabreichten wir das Atophan und das Fluoresc: 
einerseits gleichzeitig in Mischung, andererseits in verschieden lang 
Intervallen. Wir gaben je drei Fréschen von ungefahr 30 g Gewicht 15 n 
Atophannatrium in den Bauchlymphsack und in steigenden Zeitabstaénc: 
bis zu 8 Stunden 7'/, mg Fluoresceinnatrium. Es wurde nun der Eintrit: Orga 
und die Intensitét der Farbung der Augen beobachtet; die verabreicht 
Dosis Fluorescein ist naémlich an sich nicht ausreichend, um die Aug 
der Tiere griin zu farben. Nach Verabreichung von Atophan, das, wie d Wie 
oben erwa&hnten Versuche an Kaninchen gezeigt haben, das Fluoresc: UMS 
ins _Kammerwasser iibertreten laBt, leuchten die Augen schén griin aut als ai 
Ks zeigte sich nun, da sich die Augen jener Tiere am raschesten gi Farbs 
farbten, die das Atophan schon lange vor der Fluoresceininjektion bekommny Kin ] 
hatten und da’ bei ihnen die Farbung auch am intensivsten war. Dies ; 
nur méglich, wenn das Atophan die Organe schon vor der Fluorescei \lkal 
injektion beeinfluBt hatte; denn wenn es auf das Fluorescein wirken wiir«: I 
so miiBten jene Tiere, die Atophan und Fluorescein gleichzeitig bekomme: wahrt 
hatten, die deutlichste Reaktion gezeigt haben, was aber nicht der Fall wa inter 

Gleichsinnig verlief ein Versuch am Kaninchen, der gleichzeitig au 
vergleichsweise mit Chlorcalcium ausgefiihrt wurde. Die Ergebnisse si aut di 
in der Tabelle If zusammengestellt. i 


verte 
Ate pl] 


Extre 
DZWw. 1 
Kanu 
starkere Abweichung von der normalen Fluoresceinausscheidung dur lésung 


Wir sehen bieraus, daB jene Tiere die Chlorcalcium bzw. Atophai 
1 Stunde vor der Fluoresceininjektion bekommen haben, eine weit 


den Harn zeigen als jene Tiere, die die beiden Reagenzien gleichzeitig § bis di 
mit dem Fluorescein erhalten haben. Insbesondere in den erste: farblo 
Stunden ist die Ausscheidung des Fluoresceins im Harn bei den Tiere! gh 
die Atophan oder CaCl, gleichzeitig mit dem Farbstoff erhalten habe: ain 
nahezu normal. und auch nachher erreichen die Abweichungen nici! & Ligata 
jenen Grad, wie bei jenen Tieren, die Farbstoff und Atophan bzw. Ca(|, J Fluor: 


in einstiindigem Intervall erhalten haben. I 


* . oe . . 2 »] 
Um weitere Anhaltspunkte dafiir zu gewinnen, welcher Art der Eint! e1N, 
des Atophans auf das Zustandekommen der geaénderten Farbstoffverteilw war, \ 


sei, priiften wir die Fluoresceinverteilung und Ausscheidung an Kaninche! 
die vorher einerseits groBe Alkali-, andererseits groBe Sauremengen erhalte: 
hatten. Es ergab sich indessen, da8 diese nur dann eine Wirkung auf ( 
Verteilung des Fluoresceins im Organismus hatten, wenn sie unmittel! 

vorher verabreicht worden waren. Als Saure wahlten wir die Gluconsaéur 
die auch bei intravenéser Injektion in ziemlich groBer Menge vertrage! 
wird!. Als Alkalisalz gaben wir Natriumbicarbonat. Die zugefiihrte Alka 


V 
GefaB 
stoffs 
hurg ¢@ 
m Ge 
21 Tre 
V 
1 S. Hermann, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 154, 143, 1930. Atopl 
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bzw. Séuremenge war sehr bedeutend, und trotzdem sind die Ergebnisse 
bei weitem nicht so deutlich wie bei Verabreichung von Chlorcalcium oder 
\tophan. Nach intravenéser Injektion von 30 ccm einer m/4 Gluconséure 
wurde zwar die in einer Stunde im Harn ausgeschiedene Fluoresceinmenge, 
wie die Tabelle III zeigt, von 22 mg auf 9 mg herabgedriickt, waihrend sie 
nach Verabreichung von 30cem einfach molarer Bicarbonatlésung auf 
37.5 mg gesteigert wurde; aber die Tiere, die die Reagenzien nicht unmittel- 
bar vor der Fluoresceininjektion erhalten hatten, reagierten wie ganz 
normale Tiere. Die Ausscheidung des Fluoresceins ins Kammerwasser 
rfolgte sowohl bei den mit Séure als auch bei den mit Alkali vorbehandelten 
lieren in deutlich héherem Grade als bei den Normaltieren. 


Wir sehen daraus nur, daB jedenfalls eine Reaktionsinderung des 
Organismus bzw. eine pa-Verschiebung eine Anderung der Farbstoff- 
verteilung bewirkt. Eine Erklarungsméglichkeit fiir die Wirkung des 
Atophans und des Calciums war jedoch daraus nicht zu gewinnen, da 


hinsichtlich der Ausscheidung des Kammerwassers sich sowohl Saure 
als auch Alkali gleichartig verhielten, waihrend die Ausscheidung des 
Farbstoffs im Harn nach Alkali erhéht. nach Saure vermindert war. 
Ein Parallelismus besteht somit weder seitens der Saéure noch des 
Alkalis mit Atophan aber ebensowenig mit CaCl,. 

Einen besseren Einblick in die Wirkungsweise des Atophans ge- 
wahrte eine andere Versuchsreihe, die wir ebenfalls zu dem Zwecke 
unternommen hatten, um festzustellen, ob es sich hier um eine Wirkung 
auf den Organismus oder auf den Farbstoff selbst handle. 

Hierzu benutzten wir einen Durchstr6émungsversuch der hinteren 
Extremitaten von Kaninchen und Fréschen mit Fluoresceinnatriumlésung 
bzw. nach Vorbehandlung mit Atophan. Es wurde zu diesem Zwecke eine 
Kaniile in die Aorta eingefiihrt, durch die zunachst physiologische Kochsalz 
losung bzw. Froschringer durch das GefaBsystem solange geleitet wurde, 
bis die aus der in die Bauchvene eingefiihrten Kaniile abflieBende Lésung 
farblos war. Dann wurde eine Arteria femoralis abgebunden und nun 
von der Aorta aus mit einer 1°,igen Atophannatriumlésung durchspiilt, 
lie mit Kochsalz isotonisch gemacht worden war. Es war somit nur ein 
Bein mit Atophan durchspiilt worden. Nach 30 Minuten wurde die 
Ligatur an der Arteria femoralis geiést und nun beide Beine mit 0.1 °,iger 
Fluoresceinlésung durchspilt. 

Das Ergebnis war ein ganz unerwartetes. Es wurde namlich das 
sein, dessen Arterie bei der Durchspiilung mit Atophan unterbunden 
war, weit rascher und intensiver gefarbt als das mit Atophan behandelte. 

Wir dachten natiirlich zuerst daran, da8 das Atophan eine maximale 
GefaBkonstriktion bewirkt haben kénnte, was jetzt den Austritt des Farb- 
stoffs ins Gewebe vielleicht verhindern wiirde. Die nach Ldwen-Trendelen- 
rg an dem gleichen Praéparat selbst vorgenommene Priifung ergab aber 
im Gegenteil ein Ansteigen der Tropfenzahl von beispielsweise 14 auf 
21 Tropfen beim Ubergang von Ringer auf Atophanlésung. 

Wahrend also im ganzen lebenden tierischen Organismus das 
Atophan die Verteilung des Fluoresceins in den Geweben erhoht, ist 
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es bei Durchstrémung isolierter Kérperteile mit einer wdasserigen Fluores- 
einlésung gerade umgekehrt. 


Nun wissen wir aber durch FR. Keller! und seine Mitarbeiter, daB das 
Fluorescein im Serum kathodisch wandert, wahrend es in wasseriger Lésung 
bekanntlich einen sauren Farbstoff darstellt, somit hier zur Anode geht, 
da es somit im Serum ebenso wie andere Farbstoffe umgeladen wird. 
Ferner wissen wir durch Keller, daB im tierischen Organismus kathodisch 
wandernde Farbstoffe ganz bestimmte Organe und Zellen anfarben, die 
offenbar gegeniiber den K6rperséften eine negative Ladung besitzen und 
dadurch die Kationen an sich ziehen. Keller nennt solche Organe Gewebs- 
hathoden. Im Gegensatz zu diesen bezeichnet er jene als Gewebsanoden, die 
kathodische Farbstoffe abstoBen und anodische speichern. Wir wollen es 
nun versuchen, den obigen Ausfall des Durchstr6mungsversuchs mit diesen 
Befunden in Einklang zu bringen: 

Die Tatsache, daB die Anfarbung des Gewebes bei Durchstr6émung 
mit der wasserigen Farbstofflésung zum entgegengesetzten Resultat 
fihrt als bei Durchstrémung mit dem Serum, welches den Farbstoff 
gelést enthalt, muB uns zur Annahme fiihren, daB das Gewebe ver- 
schieden auf den Farbstoff reagiert, je nachdem ob er positiv oder 
negativ geladen ist. Wenn wir nun sehen, dafB Fluorescein im Serum 
nach einer anderen Elektrode wandert als in wdsseriger Loésung, und 
daB es andererseits bei der Durchstr6mung der Extremitaten in wdsseriger 
Léosung durch das Atophan hinsichtlich seiner Verteilung in entgegen- 
gesetzter Richtung beeinfluBt wird als im ganzen lebenden Organismus, 
so scheint der SchluB gerechtfertigt, daB das Atophan die Ladung der 
Organe gegeniiber der Durchstrémungsflissigkeit in solcher Weise beein- 
fluBt, daB das Fluorescein als Kation angezogen wird, als Anion dagegen 
eine AbstoBung erleidet. 

DaB tatsachlich der Ladungsunterschied dafiir maBgebend ist, zeigt 
ein Durchspiilungsversuch mit einer Lésung von Fluorescein im Serum. 
Die Farbstoffkonzentration konnte hier allerdings nicht so hoch gewahlt 
werden wie bei den Versuchen mit wasseriger Lésung, da Serum nur eine 
verhéltnismaBig geringe Farbstoffmenge umzuladen imstande ist. Wir 
verwendeten deshalb eine Lésung von 0,01°,, Fluoresceinnatrium einer- 
seits in Wasser, andererseits in Serum, welch letztere nachher durch Zusatz 
des halben Volumens Wasser auf Froschisotonie gebracht wurde. In dieser 
Lésung wanderte das Fluorescein im elektrischen Gefalle ausschlieBlich 
kathodisch, in der wésserigen anodisch. Die Vorbereitung der Frosch- 
praparate geschah in der gleichen Weise wie oben. Die Farbung der Musku- 
latur war hier natiirlich nicht so deutlich wie bei den anderen Versuchen. 
Immerhin war aber nach 35 Minuten langer Durchspiilung mit Fluorescein 
in Serum der mit Atophan behandelte Schenkel deutlich gelb gefarbt, 
wéhrend an dem anderen nur eben ein gelblicher Schimmer zu erkennen 


1 R. Keller, diese Zeitschr. 128, 409, 1922; Ergebn. d. Anat. u. Ent- 
wicklungsg. 28, 423, 1929; Kolloidchem. Beih. 28, 219, 1929; Ergebn. d. 
Physiol. 30, 294, 1930. 
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war. Der Versuch der Durchspiilung mit der wiasserigen Fluoresceji 
Natriumlésung verlief gerade entgegengesetzt, folglich gleichartig dem obe 
angefiihrten Versuch mit héherer Konzentration. 

Auf Grund der Aellerschen Anschauungen miissen wir den Ausfa|| 
unserer Versuche dahin deuten, da das Atophan die Gewebe in nega. 
tivem Sinne beeinfluBt; daB also gewisse Gewebskathoden noch starke 
kathodisch, gewisse Gewebsanoden schwacher anodisch, eventuell soga: 
wenn sie nur eine geringe Ladung besessen haben, sogar kathodisch werden 
kénnen. Das Fluorescein wird dann in jene Gewebe, die es schon an 
sich anfairbt, in noch héherem MaBe gezogen. Das ist der Fall vor allem 
beim Kammerwasser, das nach F. P. Fischer! nur kathodische Far}. 
stoffe speichert. Gleiches gilt ferner, wie wir sehen, fiir die Muskulatw 
und die Haut. Die Niere dagegen nimmt nuumehr weniger Farbstoff 
auf als ohne Atophan, vielleicht aus dem Grunde, dab die jetzt starke: 
kathodisch geladenen Epithelien der Kanalchen den Farbstoff_ in 
héherem MaBe zuriickresorbieren. 

Von diesem Gesichtspunkte aus erscheint es nun auch verstandlich, 
daB sich die mit Atophan behandelte Niere dem Fluorescein gegeniibe: 
umgekehrt verhalt wie gegeniiber der Harnsiure und ihren Salzen 
sowie der Glucose, dic im Serum anodisch wandern. Andererseits 
berechtigt dieses Ergebnis aber auch zur SchluBfolgerung, daB di: 
Wirkung des Atophans auf die Harnséureausscheidung nicht aus 
schlieBlich eine renale sein muB, sondern daB an der Atophanwirkung 
auf die Harnséureausscheidung auch eine Beeinflussung der Gewebe 
vielleicht im Sinne einer Harnsaéuremobilisierung als Folge der Um- 
ladung der Gewebe durch Atophan, mitbeteiligt sein kann. 

Wir haben uns weiter noch an einer anderen anodisch wandernden 
Substanz, namlich am Natriumferrocyanid iiberzeugt, daB sie in dem 
mit Atophan vorbehandelten Tiere mit gréBerer Schnelligkeit durch 
die Nieren ausgeschieden wird. 

Wir injizierten zwei Kaninchen, von denen das eine | Stunde vorhe 
subkutan 1g Atophan bekommen hatte, intravenés 5 mg-Aquivalent: 
= 1,25 g Natriumferrocyanid. Nach 1 Stunde wurde Harn und Blut de: 
Tiere untersucht mit dem Ergebnis, daB bei dem Atophantier im Harn 
mehr, im Blute weniger Ferrocyannatrium nachzuweisen war als bei dem 
anderen. Im Gegensatz zu den hier entwickelten Ansichten enthielt abe: 
auch das Kammerwasser des Atophantieres merkliche Mengen von Natrium 
ferrocyanid, wahrend in dem des anderen Tieres nur ganz minimale Spure! 
nachweisbar waren. Wir wollen mit Absicht diese Beeinflussung der Aus 
scheidung verschiedener Stoffe durch Atophan hier anfiihren, um nicht 
den Anschein zu erwecken, als ob durch unsere Befunde und die sich darau- 
ergebenden Erklaérungsversuche die Frage ihre vollkommene Aufkléruny 
gefunden hatte. 


1 F. P. Fischer, Kolloidchem. Beih. 28, 333. 
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Eine ganz a&hnliche Wirkung auf die Nieren, jedoch im umgekehrten 
nne, stellt vielleicht die von Chailley-Bert beschriebene Erscheinung dar’, 
Hunde mit (Callenfisteln kein Eosin in dem Harn ausscheiden, wohl 
wenn man ihnen parenteral Galle injiziert. Chailley-Bert hat dafin 
andere Erklarung, doch ist hier nicht der Ort, diese Frage naher zu 
ortern. 
Was schlieBlich die Galle selbst betrifft, so haben wir gesehen, 
dab unter der Atophanwirkung die Ausscheidung des Fluoresceins 
durch die Galle zugenommen hat. 


Unsere Ergebnisse erlauben keinen Schlu8B, ob es sich lediglich um eine 
rhéhte Farbstoffausscheidung infolge einer Konzentrationszunahme des 
Farbstoffs im Blute handelt, oder ob eine ,,Farbstoffcholerese*’ vorliegt, 
mit welchem Ausdruck Brugsch und seine Mitarbeiter eine vermehrte 
\usscheidung von cholotropen Farbstoffen in die Galle bezeichnen. Franke * 
hat an Kaninchen und Hunden mit Gallenblasenfistel die Farbstoff- 
ausscheidung unter der Atophanwirkung studiert und dabei gefunden, 
la8 kleme Dosen von Atophan die Farbstoffausscheidung bis auf das 
Dreifache steigern kénnen. Das ist sicherlich mehr als der Zunahme der 
Konzentration des Farbstoffs im Blute entsprechen wiirde. GréBere Atophan- 
losen setzen dagegen die Farbstoffausscheidung herab, wobei das Gallen 
volumen vermehrt wird. Franke sieht diese Verwaésserung der Galle als ein 
Zeichen einer Leberschadigung an, wie diese schon friiher von E.Stransk y* 
n seinen Arbeiten im hiesigen Institut angenommen worden ist. Beim 
Kaninchen, an dem Stransky seine Versuche angestellt hat, wirkt das 


\tophan, wie Stransky zuerst angegeben hat und was nach ihm von Stein- 
metzer * und auch von Franke bestatigt wurde, nicht choleretisch. 


Zur Erklarung dieser Atophanwirkung hat Franke als Modellversuch 
Farbstoff in ein Gelatinegel wandern lassen und bei Atophanzusatz eine 
erhéhte Wanderungsgeschwindigkeit feststellen kénnen, durch die er die 
Beschleunigung der Farbstoffausscheidung zu erklaren versucht. Nun 
wissen wir aber, daB die Viskositat der Gelatine durch die verschiedensten 
Substanzen beeinfluBt wird. Franke hat die Viskositaét nach Atophan- 
zusatz nicht untersucht, so daB seine Befunde also mdéglicherweise auf 
einer Viskositaétsverminderung beruhen kénnen. Die erhéhte Ausscheidung 
des Fluoresceins in die Galle steht somit sowohl mit unseren friiheren als 
auch mit den vorliegenden Versuchen in Ubereinstimmung. Fiir die Er- 
klarung dieses Phinomens méchten wir nach dem oben Gesagten aber eher 
eine Vermehrung der negativen Ladung der Leberzellen annehmen. 

Es war nun wiinschenswert, einige Versuche daraufhin durch- 
zifiihren, ob auch andere Stoffe eine derartige Beeinflussung des 
Organismus bewirken kénnen, andererseits ob auBer den hier erwahnten 
Substanzen auch andere Stoffe in ihrer Verteilung im Organismus zu 
beeinflussen sind. 

1 Chailley- Bert, Peyre, Bertillon, C. r. soe. biol. 2, 1676, 1927; Chailley- 
Bert. Girard, Peyre, ebendaselbst 2, 1059, 1929. 

2 Franke, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 151, 219, 1930. 

3 E. Stransky, diese Zeitschr. 155, 256, 1925; Zeitschr. f. exper. Med. 


66, 73, 1929. 
4 Steinmetzer, Wiener klin. Wochenschr. 1926. Nr. 49 und 50. 
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Was die erste Frage betrifft, so haben wir noch einige Chinolin- 
carbonsaiuren untersucht und auch nach ihrer Zufuhr einen Ubertritt 
des Fluoresceins in das Kammerwasser des Auges und verminderte 
Ausscheidung im Harn feststellen kénnen. Es waren dies die 
uns von Herrn Doz. H. John freundlichst zur Verfiigung ge. 
stellten 6-Metoxychinolin-4-carbonsaure, 2-p-Tolyl-chinolin-4-carbon 
siure, 2-Phenyl-chinolin-4’-carbonsiure, 2-Phenyl-3-methylchinolin-4 


carbonsaure und 2-Phenyl-chinolin-3-carbonséure, von denen ins- 
besondere die beiden letzteren die Ausscheidung des Farbstoffs im 
Harn nahezu auf Null herabdriickten. Natiirlich kann man daraus 
allein noch nicht schlieBen, wieweit die chemische Konstitution dieser 
Verbindungen dabei von ausschlaggebender Bedeutung ist. 


Dagegen blieb die Vorbehandlung der Kaninchen mit 0,3 g Chinin 
pro Kilogramm auf die Fluoresceinverteilung ohne jeden Einfluf 
Ganz anders als die Wirkung des Atophans auf die Fluoresceinverteilung 
ist die des Chlorcalciums zu beurteilen. Sie ist nicht etwa eine Um 
kehr der Atophanwirkung in dem Sinne, daB mit CaCl, behandelte 
Gewebe Kationen in geringerem, Anionen in héherem MaBe aufnehmen, 
sondern es werden sowohl positiv als auch negativ geladene Teilchen, 
wie Durchstrémungsversuche zeigten, unter der Chlorcalciumwirkung 
vom Gewebe ferngehalten. 

Uber die Stoffe, deren Verteilung im Organismus durch das Atophan 
beeinfluBt wird, wissen wir noch weniger. Es wurden nur die in den obigen 
Versuchen angefiihrten Stoffe verwendet, doch ist kein Grund vorhanden 
anzunehmen, da nicht auch alle anderen kolloiden Stoffe von nicht zu 
geringer Diffusibilitét, sowie alle hochmolekularen Ionen sich genau so 
wie das Fluorescein bzw. die Harnséure verhalten sollten. Das _ wiird: 
natiirlich eine Anderung im ganzen Haushalt des Organismus bedeuten, 
da negativ geladene Kolloide in erhédhtem Mabe ausgeschieden, positi\ 
geladene weitgehend zuriickgehalten wiirden. Da eine so weitgehend 
Anderung nicht ohne Einflu8 auf Entziindungsvorgiainge sein kann, ist 
wohl anzunehmen, doch ist uns iiber die niheren Zusammenhange natiirlich 
noch nichts bekannt. 

Stellen wir diese Ergebnisse der Fragestellung gegeniiber, die de1 
AnlaB fiir die vorliegenden Untersuchungen war, so gelangen wir jeden- 
falls zu der einen SchluBfolgerung: daB die Anderung der Farbstojj- 
ausscheidung aus der Bluthahn in die Gewebe und der Ubertritt des Farb- 
stoffs ins Kammerwasser unter dem EinfluB von Atophan keineswegs als ein 
MafBstab fiir eine allgemein gesteigerte Durchlassigkeit der Kapillarwand: 
angesehen werden kann; dagegen ist der entgegengesetzte Effekt (CaCl, 
Wirkung) nur im Sinne einer Dichtung dieser Gewebe zu deuten. Ganz ab- 
gesehen davon, daB hier zwei gleich stark entziindungshemmende Stoffe 
einen entgegengesetzten Effekt ausiiben und da} somit diese Wirkung auf 
die Farbstoffausscheidung in gar keine Beziehung zur antiphlogistischeu 
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Wirkung dieser Stoffe und zum Entziindungsproblem gebracht werden 
kann, ergibt sich aus obigen Untersuchungen, daB aus der Beeinflussung 
der Farbstoffausscheidung tberhaupt nicht auf eine allgemeine Beein- 
flussung der Kapillarwande geschlossen werden darf, sondern daB 
sich diese nur auf bestimmte Stoffe bestimmter Ladung bezieht. 

Zusammenfassend \iBt sich bisher Folgendes sagen: Die Er- 
«hwerung des Ubertritts von Fluorescein in die Gewebe durch Calcium- 
hlorid wurde bis jetzt als GefaBdichtung betrachtet und zur Er- 
klarung der Entziindungshemmung herangezogen. Da Atophan, das 
ebenso stark entziindungshemmend wirkt, die Verteilung von Farb- 
stoffen im entgegengesetzten Sinne beeinfluBt, erschien diese Erklarung 
hinfallig. Diese Erkenntnis veranlaBte uns, die Wirkung des Atophans 
uf die Fluoresceinverteilung naher zu studieren. Dabei ergab sich 
Folgendes : 

1. Die Wirkung des Atophans auf die Fluoresceinverteilung 
betrifft nicht oder nicht ausschlieBlich die Ausscheidung durch die 
Nieren. 
nicht die Folge einer Beeinflussung des Farbstoffs selbst, sondern aus- 
schlieBlich der tierischen Organe und Gewebe. 


2. Die Anderung der Fluoresceinverteilung durch Atophan ist 


3. Sie beruht nicht auf einer Anderung der Wasserstoffionen- 
konzentration des Organismus. 

4. Sie hat ihre Ursache in einer Veranderung der elektrostatischen 
Ladung der Gewebe gegentiber den Korpersaften in negativer Richtung. 
Einzelne ,,Gewebskathoden” im Sinne R. Kellers werden noch katho- 
discher, einzelne ,,Gewebsanoden“ weniger anodisch. 

5. Kathodische Farbstoffe und wahrscheinlich ganz allgemein 
negative Kolloide werden also in erh6htem MaBe in bestimmte Organe 
und Gewebe gezogen, anodische von ihnen abgestoben. 

6. Die Wirkung des Calciumchlorids auf die Fluoresceinverteilung 
scheint dagegen, entsprechend der bisherigen Annahme, wirklich auf 
einer Abdichtung der Gewebe sowohl gegeniiber positiv wie negativ 
geladenen Kolloiden und Ionen zu beruhen. 

Von einer allgemeinen VergréBerung bzw. Verminderung der 
Permeabilitat der GefiBwande kann also beim Atophan gar nicht die 
fede sein. Es werden nur bestimmte Organe und Gewebe fiir be- 
stimmte Stoffe mehr bzw. weniger aufnahmefahig, wahrend sie sich 
anderen Stoffen gegeniiber umgekehrt verhalten. 


Die Anderung der Verteilung von Farbstoffen ist also kein MaB 
fir die antiphlogistische Wirkung eines Stoffes 
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Dieser Nachweis des Einflusses von Atophan auf die elektr« 
statische Ladung der Gewebe fiihrt zur Annahme, daB darauf auch «i 
Beeinflussung der Verteilung und Ausscheidung anderer Stoffe, 
allem die durch Atophan bewirkte Steigerung der Harnsiureausschei 
dung zurtickzufiihren sei. Ja es ist nicht unwahrscheinlich, daB auc} 
die qualitative und quantitative Anderung der fesorption einzelne: 
Stoffe vom Magen aus, die durch Alkohol, Saponine oder Galle erreicht 
werden kann, durch eine solche auf elektrostatischer Umladung de: 
Gewebe beruhenden Anderung der Wanderungsrichtung bedingt sei: 
kénnte. Hieriiber sollen weitere, darauf gerichtete Untersuchungen 
AufschluB bringen. 
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Studien iiber die Wirkungsweise des Caleiums.' 


Von 
Wolfgang Heubner. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut zu G6ttingen.) 


(Eingegangen am 19. Marz 1931.) 


Vor einem Jahrzehnt haben Peter Rona und ich Untersuchungen 
iiber das Schicksal des Calciums angestellt, wenn es in therapeutisch 
oder toxisch wirkenden Dosen einverleibt wird?. Diese Untersuchungen 
wurden fiir mich der Ausgangspunkt weiterer Versuche tiber das Wesen 
der Calciumvergiftung, die mich zu dem Ergebnis fiihrten, daB nicht 
eigentlich die in der Blutfliissigkeit vorhandenen Ionen, sondern gerade 
im Gegenteil die Anhaéufung komplexer, ja kolloidaler Massenteilchen 
die Ursache der Funktionsstérungen bildeten, die man nach Zufuhr 
gréBerer Calciummengen beobachtet®.  Versuche am Froschherzen, 
die ich mit F’. Giinther* zusammen unternahm, ergaben eine erfolgreiche 
Erprobung der am Nervensystem des Warmbliiters gewonnenen Meinung 
am isolierten Organ des Kaltbliiters, das bisher geradezu als Instrument 
zur Messung von Ionenkonzentrationen gedient hatte®. Klinke® hat 
spiter meine Befunde mit zur Stiitze seiner Ansicht herangezogen, 
daB die im Blute auch ohne besondere Zufuhr vorhandenen calcium- 
haltigen Komplexverbindungen ebenfalls in gesunden und krankhaften 
Zustinden irgendwie ,,wirksam“ sind, sich an der Knochenbildung 
beteiligen usw. In meinem Laboratorium hat sich K. Zucker’ damit 


! Die Kosten der Untersuchung wurden aus einer Zuwendung det 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft bestritten, der hierdurch 
auch 6Offentlich gedankt sei. 

2 Diese Zeitschr. 98, 187, 353, 1919; 1285, 248, 1923. 

3 Klin. Wochenschr. 1923, S. 1603; Nachrichten der Gdéttinger Ges. d. 
Wissensch., mathem.-naturw. Klasse 1924, 8. 43. 

' Ebendaselbst 1924, S. 789: Verhandl. d. Kongr. f. inn. Med. 


1924, S. 52. 
> Vgl.z. B. P. Trendelenburg u. Goebel, Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm. 89, 171, 1921. 
6 Klin. Wochenschr. 1927, S. 791; 1928, S. 385; Ergebn. d. Physiol. 
26. 235. 1928. 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 142, 41, 1929. 
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beschaftigt, die Calciumvergiftung, die ein als ,,Taumellihmung 
kurz zu charakterisierendes Symptomenbild liefert, genauer zu ana 


lysieren; er glaubte, den Angriffspunkt der Wirkung in die sensible; 


Schenkel der langen Reflexbahnen verlegen zu sollen. 
In meiner ersten Mitteilung aus dem Jahre 1923 habe ich « 


gekiindigt!, daB die expetimentellen Belege fiir meine Angaben ,,spate: 


an anderer Stelle niedergelegt‘‘ werden sollten. Trotz einer weitere: 
Veréffentlichung? habe ich diese Zusage bisher nicht erfiillt, weil ic) 
anfangs immer hoffte, durch fortgesetzte Versuche zu einer tiefere: 
Kinsicht zu gelangen, und als dies ausblieb, allmahlich das Interess 


an dem Disher zusammengetragenen Material verlor. Doch bin ich de: 


Fachwelt wohl die Vorlage der in meinen Protokollbiichern gesammelte; 
Zahlen schuldig und hoffe, daB sie als Erinnerung an gemeinsam: 


Arbeit und als FestgruB auch dem Manne willkommen sind, dem diese, 


Heft gewidmet ist. 
Il. 

Injiziert man in die Vene einer Katze eine Lésung von Calciun 
chlorid, so kann man natiirlich leicht eine akute Herzschadigung setze1 
an der das Tier rasch zugrunde geht (vgl. Tabelle I, Versuch 7); sofer: 
man jedoch den Einstrom langsam genug gestaltet, wird dieser Effek: 
mit Sicherheit vermieden. Trotzdem zeigen sich die Giftwirkunge: 


> 


wie ich sie friiher beschrieben habe!,? und vertiefen sich gewéhnlic! 


noch im Laufe der folgenden Stunden. Tédlich pflegen sie zu werdei 
wenn die injizierte Dosis 0,08 bis 0,09 g Ca/kg Korpergewicht betragt 
der Tod erfolgt meist im Laufe der ersten 24 Stunden nach der Injektior 
Ich gebe im folgenden zwei Beispiele charakteristischer Versuclis- 
protokolle, sowie auf den Tabellen I und II eine kurze Zusammen 
stellung der wichtigsten Daten meiner Versuche. 

Mit subkutaner Injektion habe ich anfangs auch eine Anzahl vo 
Versuchen ausgefiihrt, habe aber davon Abstand genommen, weil di 


schweren lokalen Erscheinungen die Beobachtung der resorptiven Wirkung 


schwer beeintrachtigen. 

Versuch 18 (10. Februar 1922). Katze von 1,34kg erhalt 10 Ul 
15 Minuten Senf6l ins rechte Auge; bis 10 Uhr 50 Minuten sehr stark: 
Chemosis entwickelt. 12 Uhr 18 bis 38 Minuten werden 13 cem einer Lésuny 
von 4°, (CaCl, + 6 H,O) intravenés infundiert (= 0,07 g Ca/kg). Danac! 
ist das Tier véllig munter und aufmerksam auf die Umgebung, springt 
fréhlich umher, jedoch mit ganz ungeschickten Bewegungen; es taumelt 
mit dem Hinterkérper und fallt 6fters auf die rechte Seite. 14 Uhr 30 M 
nuten: Taumeln noch deutlich, doch schwéacher. 17 Uhr 45 Minuten 
Taumeln hat aufgehért, Senf6l ins linke Auge; bis 18 Uhr 40 Minuten nw 
geringe Chemosis entwickelt. 


1 Klin. Wochenschr. 1923, S. 1603. 
2 Nachr. d. Géttinger Ges. d. Wissensch., mathem.-naturw. Klas 
1924, 8. 43. 
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Versuch 21 (24. Februar 1922). Dasselbe Tier erhalt 12 Uhr 20 bis 
43 Minuten 23 cem einer 4°,igen Calciumchloridlésung ( 0,12 g Ca/kg). 
Danach kann das Tier nicht mehr auf den Beinen stehen, ist aber a&uBerst 

hhaft: mit unerwarteter Geschwindigkeit kriecht es auf dem Bauche 
jurchs ganze Zimmer. Atmung in der Ruhe tief und langsam. 2 Uhr 
30 Minuten liegt das Tier mit erhobenem Kopf ruhig da, unfahig sich vom 
Platze zu bewegen, verfolgt aber aufmerksam die Umgebung, z. B. das 
Erscheinen einer anderen Katze. Der Zustand verandert sich langsam zum 
Schlechteren, Harnlassen, Koten, Erbrechen stellt sich ein. 19 Uhr fangt 
ler Kopf ab und zu an zu sinken, wird aber immer wieder aufgerichtet. 
21 Uhr 15 Minuten ist das Tier tot. 

Aus Tabelle I und II ist zu ersehen, daB man bei Vermeidung 
einer akuten Herzschadigung unterhalb 0,08 g (fiir Acetat 0,09 g) Ca/kg 
im allgemeinen keinen Todeserfolg an normal gefiitterten Katzen erlebt. 
Bei Dosen zwischen 0,05 und 0,07 g Ca/kg war in 18 Versuchen ein 
einziges Mal eine tédliche Calciumvergiftung aufgetreten (Versuch 60 
in Tabelle 1). Nimmt man die Versuche der Tabellen IV, V und VI 
noch dazu, in denen neben Calciumsalzen offenbar indifferente Mineral- 
stoffe (Kochsaiz, Salmiak und Bicarbonat) appliziert wurden, so erhéht 
sich die Zahl der verwertbaren Fille und liefert folgende Statistik 
Tabelle ITT). 

Tabelle III. 





Zahl der Fille Zahl der an Tédlich 


g Ca je kg 


0 an ae ON Eee Se 
symptome 0/5 0 
0,01 — 0,04 5 é 0 ” a 
0,05 9 6 1 
0,06 | 5 3 | 71 6 | 5 
0,07 t 6 
0,08 10 9 90 4 40 
0,09 5 5 100 5 100 
0,10 — 0,16 4 4 100 + 100 


Erwahnenswert mag sein, daB die vier Todesfille bei der Dosis 
von 0,08 g Ca/kg simtlich auf Calciumchlorid entfallen, kein einziger 
auf die vier mit Acetat (Saccharat) behandelten Falle. Dieser Unter- 
schied der Empfindlichkeit bei dieser Grenzdosis war in meinen Ver- 
suchen das einzige Anzeichen dafiir, daB das Chlorid (infolge der gleich- 
zeitigen Azidose ?) giftiger ist als organische Calciumsalze. Bei Dosen 
von 0,09 g Ca/kg war auch Acetat stets tédlich. 

Kine betrachtliche Verminderung der Calciumempfindlichkeit 


fand ich bei hungernden Tieren: 


Biochemische Zeitschrift Band 234. 15 
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Versuch 120 (13. Dezember 1924). Katze, 1,9 kg, erhielt zwecks Ent 
leerung des Darms 30cem 10°,ige Natriumsulfatlésung innerlich wd 
hungert darauf. 2 Tage spater (15. Dezember) intravenés 14,7 cem eine: 
0,59n Caleciumchloridlésung | 0,09 g Ca/kg). Danach voriibergehend 
typische Ataxie, von der aber binnen 5 Stunden véllige Erholung eintritt 

Versuch 119 (13. Dezember 1924). Katze, 2.3 kg, vollig analog behande!t 
mit véllig gleichem Ergebnis. Am Tage nach der ersten Calciuminjektion 
(16. Dezember) erhalt das Tier 33 cem derselben Lésung (= 0,17 g Ca/kg 
Die Ataxie ist noch geringer als am 15. Dezember, wird jedoch durch ein 
zunehmende Apathie und Schlaffheit abgelést, in der das Tier 2 Tag 
spaéter (18. Dezember) zugrunde geht. 

(Lotte Koopmann' hat auf Oehmes Anregung an Méusen die Empfindlic! 
keit gegen intravendse Chlorcalciuminjektionen gepriift und sie abhangig 
von der Art der vorher verabreichten Kost insonderheit von ihrem Gehalt 
an mineralischen Basen gefunden. Allerdings ist aus ihren Angaben nicht 
erkennbar, ob die akute Vergiftung des Herzens und die langsamer ve1 
laufende Vergiftung des Zentralnervensystems unterschieden wurden.) 

Fiir das Versuchstier Katze laBt sich auf Grund des vorgelegten 
Materials zusammenfassend sagen, daB es bei gewohniicher Fiitterung 
von der Dosis 0,05 g Ca/kg an meist Symptome der Calciumvergiftung 
erkennen Jat, daB von 0,08 an die Vergiftung oft, von 0,09 an immer 
tédlich wird 

Il. 

Wenn die am Nervensystem angreifenden Wirkungen der Calcium. 
salze eine Funktion der in der Blutfliissigkeit kreisenden Calciumionen 
waren, miibte man erwarten, daB calciumfallende Anionen die Giftigkeit 
von Calcium vermindern. Wie Tabelle VII zeigt, wird jedoch im Gegen- 
teil durch die gleichzeitige Zufuhr von Phosphat die Giftigkeit von 
Calcium erheblich gesteigert. Vorbehandlung der Tiere mit Natrium- 
phosphaten ist fiir sich allein wirkungslos (vgl. Versuch 61); sie ver- 
mindert aber die regelmaBig tédliche Grenzdosis von 0,09 (— 0,08) auf 
0,05 g Ca/kg; und bei simultaner Injektion aquivalenter Mengen in 
zwei verschiedenen Venen kann man sogar schon bei 0,04 und 0,03 g 
Ca /kg die typische tédliche ,,Calciumvergiftung** beobachten ; Symptom 
bis herab zu 0,02 g Ca/kg. Eine Anderung des Saure-Basen-Gleic! 
gewichts ist dabei offensichtlich nicht im Spiele, denn es erschien gleic! 
giltig, ob tertiires oder sekundares Salz oder neutrales Phosphat- 
gemisch verwandt wurde. Uberdies zeigten die in Tabelle V und V1 
verzeichneten Kontrollversuche, da ~ einerseits Ammoniumchlorid 
als siuernde, andererseits Natriumbicarbonat als alkalisierende Substanz 
den Effekt von Calciumchlorid nicht veranderten. Erst recht blieb 
die Zugabe eines einfachen Neutralsalzes (Natriumchlorid) ohne jeden 


EinfluB (vgl. Tabelle IV). 


1 Deutsch. med. Wochenschr. 1926, Nr. 35. 
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Wirkungsweise des Calciums. 231 


Das geschilderte Ergebnis muBte dazu auffordern, fertig aus- 
gfdlltes Calciumphosphat auf seine Wirkung zu priifen. Natiirlich 
durfte es die fiir Injektionsversuche erforderliche Form nicht verlieren, 
war also in méglichst kolloider Dispersion herzustellen. Dies gelang 
prinzipiell ohne Schwierigkeit nach einem von De Toni! bereits ver- 
wendeten Verfahren, in dem genau aquivalente Mengen von tertiérem 
Natriumphosphat und Calciumchlorid jedes fiir sich in gekochter 
und mit wenig Natronlauge neutralisierter Gelatinelésung aufgelést 
und dann zusammengegossen wurden. Freilich sind bei diesem Ver- 
fahren gewisse Grenzen fiir die absoluten Mengen an Calciumphosphat 
gezogen, die man den Versuchstieren noch beibringen kann. Deun wenn 
auch erstaunliche Volumina intravendés vertragen werden (vgl. Tabelle LV, 
Versuche 39, 53, 93), so kann man eben ein gewisses MaB nicht iiber- 
schreiten; und vor allem ist die Konzentration Caleiumphosphat, 
die man selbst bei gutem Schutz ohne Ausflockung erhalten kann, 
recht beschrankt; mehr als einer Normalitat von 0,05 entsprach, also 
025%, lieB sich nicht erreichen und auch dies nur ausnahmsweise. 
Auch war der Dispersitatsgrad des unléslichen Salzes der verschiedenen, 
stets frisch hergestellten Proben nicht gleich, wie an dem wechselnden 
Tempo der sichtbaren Ausflockung erkennbar war. Wie bekannt, 
wirken Salzionen im allgemeinen flockungsbegiinstigend; deshalb 
wurde versucht, mit méglichst salzarmen Lésungen (also ohne Zusatz 
und sogar unter Verwendung dialysierten Glutins) zu arbeiten, doch 
trat dann Hamolyse zuweilen in stérendem AusmaBe auf. 

Infolge aller dieser Schwierigkeiten konnte diejenige Konzentration, 
die sich bei getrennter intravenéser Injektion des calcium- und des 
phosphorsauren Salzes als stets tédlich wirksam erwiesen hatte, namlich 
entsprechend 0,05 g Ca/kg, niemals erzielt werden — wahrscheinlich 
auch nur ausnahmsweise und zufallig der Dispersitatsgrad von 
Ca, (PO,)., wie er sich im lebenden Kérper bilden dirfte. Es ist deshalb 
begreiflich, daB die auf Tabelle VIII verzeichneten Versuche nur zum 
kleineren Teil den erwarteten Erfolg gebracht haben; um so mehr 
verdient es jedoch hervorgehoben zu werden, daB in zwei Fallen 
(Versuche 41 und 52) das typische Bild der ,,Calciumvergiftung’ mit 
Todeserfolg beobachtet wurde, wie es ohne Phosphatzusatz nur bei 
drei- bis neunmal gr6Beren Dosen méglich ist. (Zwar trat in beiden 
Versuchen geringe Haimolyse auf, doch bewirkte eine viel starkere 
Haimolyse im Versuch 39, Tabelle IV, keinen gleichartigen Effekt.) 

Auch dies Ergebnis steht also im Einklang oder mindestens nicht 
im Widerspruch zu der Annahme, da nicht tiberschiissige Calcium- 
ionen, sondern Partikelchen von Calciumphosphat im Blute vorhanden 


1 Kolloidzeitschr. 28, 145, 1921. 
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234 W. Heubner: 


sein miissen, damit das Bild der ,,Calciumvergiftung’ entsteht. Diese 
Annahme wird ferner noch durch die in Tabelle VIII verzeichnete: 
Versuche gestiitzt: Das mannitschwefelsaure Calcium (in dem man city 
stirkere Komplexbindung des Calciums vermuten darf) scheint etwas 
weniger giftig zu sein als Calciumchlorid und -acetat; denn die sonst 
sicher tédlichen Dosen von 0,09 und 0,10 g Ca/kg wurden iiberstanden 
Demgegeniiber war hexosephosphorsaures Calcium deutlich gi/tiger 
als Calciumchlorid, da auch die Dosen von 0,06 und 0,07 g Ca/kg unter 
typischen Erscheinungen zum Tode fiihrten. Auch hier muB natiirlic! 
eine Komplexbindung des Calciums postuliert werden, doch scheint 
dieser abschwachende EinfluB durch die Tendenz zur Entstehung von 
Calciumphosphat bei der Verseifung des Esters iiberkompensiert zu 
werden. 
IV. 

Die Auffassung von der Bedeutung korpuskularer Teilchen fii 
die Vergiftungssymptome nach groBen Calciumdosen veranlaBte schlie’. 
lich noch Versuche zur Erzeugung gleicher Symptome ohne Calcium 

Tabelle X enthalt einige solche, in denen Bariumchlorid und 
Natriumsulfat simultan in zwei verschiedene Venen injiziert wurde 
so daB im Blute Bariumsulfat entstehen muBte. Es gelang nicht stets 
die Symptome der ,,Bariumvergiftung’’ zu vermeiden, die ja ganz 
anders als die der Calciumvergiftung und daher leicht von diesen 21 
unterscheiden sind. In den Versuchen 66, 65, 59 war jedoch vor 
typischer Bariumwirkung sehr wenig zu sehen, und hier trat — mit de: 
Dosen zunehmend — dasselbe Symptomenbild auf wie nach Calcium 
chloridinjektionen. 


In Tabelle XI sind Versuche zusammengestellt, in denen analog 
dem kolloiden Calciumphosphat geschiitzte Sole von Bariumsulfat 
verwandt wurden; sie waren begreiflicherweise noch unbestandige: 
als jene, da das Bariumsulfat offensichtlich gréBere Kristallisations- 
geschwindigkeit besitzt. Dennoch lieB sich zweimal (Versuche 80 und 77 
das typische Symptomenbild beobachten. 


Es ist vielleicht nicht unwichtig, wenigstens ein Beispiel ausfiihrliche: 
wiederzugeben : 

Versuch 80, Katze, 2,45 kg, erhalt intravenéds 98 ccm einer frisc! 
hergestellten Mischung aus zweimal je 36 cem 7,8°,iger Glutinlésung mit 
leem 0,2n Bariumchlorid- und lcem 0,2n Natriumsulfatlésung und 
8cem ,,zehnfacher Ringerlésung’’. Die Lésung ist anfangs ganz schwac! 
opaleszent, zeigt aber allméhlich (noch waéhrend der Injektion) eine fein 
kérnige, mit der Lupe erkennbare Triibung. Wahrend der Injektior 
wird etwas diinner Kot gelassen. Das Tier war etwa 1 Stunde au! 
gebunden; nach der Entfesselung bewegt es sich fast ausschlieBlich mit 
den Vorderbeinen, rutscht auf dem Bauche und JaBt die Hinterbein 
kraftlos nachschleifen. Nach !/, Stunde ist das Laufen auf allen vier Beine! 





: 


Tabelle 





35 


pe 
~* 





jeZU1eIS 
saan y 





esigumoy 






















-4tey" Yio taq P nail a | ‘ . ‘oO? 7 6] 
1 qorpuiarz Z LY ayssoaqos OFO'O 8 FI 60 tT c0 VI HIA ‘82 69 
asigu Mog 
ay Byse leq 
; IXB}Y ojSlaMqos 
£ Aunle 
= n “une “yO P ‘ ‘ in ‘woes 
© "hg ALYOULIGA SUMIG F000 LI 6 cO'O gI 10 Zz X ‘GI cg 
s JOYAOA STR 
JayORMYOS 
£ AunjopngRayt 
—) poe sis¢ P om ‘ ‘ F P “ake 
2 1000 ¥ G G00 g¢ 10 a X "§T || 99 
vi 
3 ' | o' a in — 
Ze S000 4 20 ¢ Z0 0G » tag 9 9 
& Fel yossopotu, ype y* 
= ujey a0IN pun a ~ aa . er, " 
= Joqey ‘Wye Uy 900 0 ¥ GU F GU 9@ IIIA 66 G9 
BMI “PIS ay of 3 “Ul ulvo r IWU[RULION ay 7261 “IN 
Sanyiy uat0lNy wnt _ ens ooeens . qous 
lap aeneqg sunyIt MN ajuerRArnby | Jap sen iti un ed woneene -19A 
> 0 o . 
jne vy jpuemosuy THEME) 
‘U9ZZBYy UB UDUGA I1OMZ UL FBI]NSUMUGeN pun pwlopyoumnweg uoA usuolzyeluy estgIezYoIe]s) 
“ae ) QD. I 
FSCeEseteSSSEESSA See ESZER EES Ses ar ¢ SSEESEEBEE SE 
=O oF Sq Se E23 “—-— 8 Se @ 8 Pw ss aaa St = ZESS OS BSE 
— Se > ezemt 5S we HS wy EL et om “Ss sf. * & eo = eect n TST = at om B= Pa ee 


OOS be 9c0'0 **Od eA ¢ ; ST €2c61 
OFU'U 0'oE 920°0 "Oded | S80 OT 661 
6100 2% OOF 9¢0°0 "Odd E80 % SZ6r" 
L100 OOF jase] 9¢0'0 "Odea -gg‘0 9% | SZ6T 
snjuy ‘ Teqyyey i ‘ . Pet’ 
ure ynyy t | 200 O UF 9C0'U*"Od9A  =§EO €c6I 
(sodury) 
aqjassu(] Z00°0 o'eg 2000 *OS*H 080 Z6T * 
Ules} PUM (s93ury) 
Wea}[VY.a Taq ‘ eante > »é ‘ . 
aIXKY oanyos 600°0 96 200°0 "OS*4 = 160 €261 
(1azuTy) 
Z00'O LE 0°06 aqlassec g00'0 "*OS*A G60 


Ivquuayie adn] 
i (Ul UBYO[ayNAe 
a yoopessne ‘snjuy 
ap puarqyM yoou 


Heubner: 


(4asury) 
0 200°0 F000 :OS*a =: 980 


W. 


(gassjouny) g00'O | ¢ €00'0?"0S*ad 9100 bi 


0 0 


BM)Jo 0 0 


nS 


OL 
=< 


IDeN unt -d 
ue uBR 


) 


Bu dap JOA 


“zifuy 


lap 
Jap ustIn[oA 


Zunsy'T Soyos uRs10UR 


Sun HTT Joep jloyuayeyosegy ree 


anny UOT}BIJUIZUO Y 
Funypayngay 
qovu sis 


jOUTVI1Aq 
vO ajuaTVAInby jue 


ay af 180K 3 
qonstod 


Salol] 
sep IqoOrM 


Aunso’y 


jpuemosuy 


Suny 





‘uoZJBy UB 
yeydsoydiuiey pun Pey[Nsunweg Uls}ZyNYOseD ouUTyR[ey) oyyYOOYeFs Younp ‘ueyeployjoy UOA usUOTZYyeluy eSQUeABIQUT] 


‘TX $2991 





22 0,040 


35, 


Fe PO,: 0,056 


33 


0. 


1,2 


IIT. 1923 1,0 


17. 


86 





45 


SO).0) 


0.056 


e PO, 


I 


N 


1,8 


1923 


III 





oor 


Wirkungsweise des Calciums. 237 


wieder méglich, doch taumelt der Hinterkérper; auch wird die Parese der 
Hinterbeine beim erzwungenen Springen sofort wieder deutlich; nach 
<urzem Jagen des Tieres schleifen sie wieder auf dem Boden nach. Beim 
Uberklettern einer kleinen Barriere von 15 cm Héhe wird der Hinterkérper 
wie eine fremde Last dariiber gewalzt. 3 Stunden spater ist nur noch eine 
gewisse Unsicherheit und Ungeschicklichkeit der Bewegungen erkennbar. 
Das Tier erholt sich vollstandig und bleibt weitere 24 Tage unter Beob 


achtung weiter gesund. 

Weitere Versuche wurden analog mit Ferriphosphat angestellt, 
dessen gréBere Neigung zu kolloider Beschaffenheit die Herstellung 
hoherer Konzentrationen in stabiler Form erlaubte (vgl. Tabelle XJ). 
In einem dieser Versuche wurde ebenfalls eine solche Ataxie gesehen: 

Versuch 87, Katze, 1,83 kg, erhalt einen Tropfen 20°, iges Senf6l in 
Oliven6l ins rechte Auge; 35 Minuten spater geringe, nach 2 Stunden maxi 
male Chemosis, die tiber 2 weitere Stunden anhalt. Danach bekommt das 
Tier intravenés im Laufe von 45 Minuten 80 ccm einer frisch bereiteten 


Mischung aus zweimal je 10 cem 5,82°,iger Glutinlésung und je 40 cem 0,14 


n Lésung von Ferrichlorid und tertiérem Natriumphosphat. Am Ende der 


Tabelle XII. 


Intravenése Injektionen von Kieselséure an Katzen. 








» Chemosis be 
s nach Senfil- = 
= eintriiufelung & 
> ins Auge = 
S Angewandtes : ss 
7 Datum ‘ o Wirkung ~ 
& Priparat sc vor nach c 
- - - 
sie der = 
Injektion etwa 
Nr 1923 kg ecm Min Std 
90 24. IIT. 2,3 Neutralisiertes' 74 24 +4 0 Langsam ° 2 
Wasserglas * einsetzende 
Lahmung, 7 
108; 15. VI. | 2,6 Kolloide 49 25 +++ 0 Schwere Ataxie, 15 
Kieselsiure Lahmung, T 
Heyden ** 
110, 10. VII. 2,1 Dasselbe 27 | 18 ! Voriibergehende 7 
' leichte Ataxie 


(nach 3 Tagen 
neu einsetzende 
schwere Ataxie, 
Lahmung, nach 

4 Tagen YT) 
und mit Salzsiure 


etwa 0.04n, NaCl etwa 


* Verdiinntes Wasserglas (de Haen) mit gekochter Gelatine versetzt 
Gelatine gegen Methylrot genau neutralisiert, Lisung opaleszent (SiO 
1,95 9/5, Glutin etwa 1 9/9). 

** Priparat .313*, frei von organischer Substanz: Gliihriickstand 
produkt wurde mit ,10facher Ringerlisung* auf 109 verdiinnt 


0,79 das Fabrik 
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Injektion 1 Tropfen 20°,iges Senf6l ins linke Auge. Nach dem Abbinden 
springt das Tier richtig von einem Schemel, knickt aber wenige Schritt: 
weiter plétzlich mit den Beinen zusammen und bleibt auf dem Bau 
liegen. Spéter lauft es torkelnd eine Strecke weiter, um wieder liegen 
bleiben. Bei wiederholt erzwungenem Springen klatscht es einmal flach aut 
den Bauch, dazwischen wieder normale Spriinge; allméhlich werden alle By 
wegungen wieder normal. Im Laufe von 3 Stunden nach der zweiten Senf6! 
eintriufelung kaum angedeutete Chemosis. In der folgenden Nacht stirht 
das Tier. 

Endlich konnte ich mich davon tiberzeugen, daB auch ein a: 
organisches Kolloid ohne organischen Schutzstoff und von anders. 
artigem chemischen Charakter, nimlich Kieselséure imstande ist 
das gleiche Vergiftungsbild hervorzurufen (vgl. Tabelle XII). 

Am meisten charakteristisch verlief Versuch 108 (25. Juni 1923 
Katze, 2,58 kg, hatte 1 Woche zuvor auf Senfélbehandlung des rechten 
Auges im Laufe von 40 Minuten maximale Chemosis bekommen. An 
Versuchstag erhalt sie intravenés 45 ccm einer fabrikatorisch hergestellten 
Kieselsiurelésung (0,8°, SiO,), die mit 5cem ,,zehnfacher Ringerlésung 
vermischt war; die Mischung war schwach opaleszent. Am Ende der In 
jektion (12 Uhr mittags) Senf6l ins lnke Auge. Zundachst lauft und springt 
das Tier sehr gut, doch '/, Stunde spater fangt es an, beim Laufen zu taumeln, 
und féllt beim Sprung platt auf den Bauch. Spater kriecht es unter Nac! 
schleppen der Hinterbeine im Zimmer umbher, knickt mehrfach mit den 
Vorderbeinen ein. Im Laufe mehrerer Stunden entwickelt sich allmahlic! 
eine schwere Lahmung, in der das Tier nachts stirbt. Niemals war links 
eine Andeutung von Chemosis wahrzunehmen. 


V. 

Bekanntlich gehért zu den charakteristischen ,,Calcium‘‘-Wirkungen 
die Hemmung der Senfélchemosis, wie sie zuerst von Chiari und 
Januschke} am Kaninchen beschrieben wurde. Die Wirkung wur« 
in den beschriebenen Versuchen oft mit herangezogen; dabei wurde 
gewohnlich die Reaktion des einen Auges einige Tage bis Stunden 
vor der Injektion der Giftlésung gepriift, nach der Injektion das zweite 
Angewandt wurde iiberall eine Lésung von 20°, Senf6l in Olivendl, 
fast stets nur einmal ein Tropfen. 


Zwei\Kontrollen wurden in der Weise vorgenommen, da in gleichen 
Abstainden wie in den Injektionsversuchen beide Augen nacheinande! 


an Tieren gepriift wurden, die keine oder eine indifferente, intravendse 
. . . . . . yo. . ‘ea . 
Injektion erhielten; es zeigte sich eine durchaus befriedigende Uberein- 


stimmung der zweiten Reaktion mit der vorangegangenen (vgl. Ta 
belle XTIT, Nr. 94 und 99). Im allgemeinen kann man also damit 
rechnen, daB zwei aufeinanderfolgende Reaktionen ziemlich gleich au 
fallen. In den Tabellen sind drei Grade der Chemosis unterschieden 


! Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 65, 120, 1911. 
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Tabelle XIII. 


Intensitat der Senfélchemosis bei mehrfacher Priifung am gleichen Tier. 











~ Behandlung vor Datum Ort Ergebnis 
Ni der ersten Priifung 
94 keine 25. IV. 1923 rechts (+++) 
9Y = 2 V. 1923 i 
55 2 16. VIII. 1922 links + ++ 
58 is 18. VIII. 1822 rechts 4. +. + 
Tier Behandlung vor Datum Ort Ergebnis 
Nr der zweiten Priifung 
94 keine 26. IV. 1923 links 
99 36 cem 0,9°,iges 8, V. 1923 ee 

NaCl je kg iv. 
55 0,03 g Ca je kg 18. VIII. 1922 rechts 

als Saccharat 
58 0,03 ¢ Ca je kg 19. VITI. 1922 links 

als Chlorid 

Tier Behandlung vor Datum Ort Ergebnis 
Nr. der dritten Priifung 
55 0,02 ¢ Ca 29. VIIT. 1922 links (+) 


je kg als Acetat 
L Phosphat 
58 0,03 ¢g Ca 25. VIII. 1922 > 0 
je kg ale Chlorid 
+ Phosphat 


+ bedeutet VerschluB der Lidspalte, ++ eine deutliche Ver- 
engung der Lidspalte durch das Odem, + eine Chemosis, die erst bei 
Hochziehen des Lides erkennbar ist. 

Besonders vermerkt zu werden verdient es, dai die Beobachtungen 
iiber den unmittelbar einsetzenden Grad der Chemosis, die allein in 
den Tabellen verzeichnet sing, sozusagen regelmabig durch den spateren 
Verlauf bestatigt wurden: nach den héheren Graden traten starkere 
Verklebungen der Bindehaut und Triibungen der Hornhaut auf als 
nach den leichteren, ja zuweilen waren daran noch Wirkungen der 
applizierten Stoffe zu erkennen, obwohl die Entwicklung des akuten 
Odems vor und nach der Applikation beide Male zu ,,maximaler* 
Wirkung (+++) gefiihrt hatte und daher in den Tabellen als gleich 
stark erscheint. 

Ein Blick auf die Tabellen lehrt, daB im groBen und ganzen immer 
dann eine ,,calciumartige‘’ Wirkung erkennbar war, wenn auch andere 
Symptome einer ,,Calciumvergiftung festzustellen waren. Soweit 
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die Zahl der Versuche einen biindigen SchluB zulaBt, scheint es a 

fur diese Wirkung zu gelten, dab Phosphatzugabe zu Calciumsa|; 
ihre Intensitat steigert (vgl. Tabelle I, I] und VII) und daB sie dure! 
Bariumsulfat, Ferriphosphat und Kieselsiure erzielt werden kam 


(vgl. Tabelle X, XI und XII). Die Wirkung der Kieselsaure ist iibrigen, 


bereits von Leo, v. Carnap und Hesse! beschrieben worden. 


Besonderen Hinweis verdienen in diesem Zusammenhang einiy: 
Versuche, in denen fortlaufend an denselben Tieren mehrere Senfé 
prifungen vorgenommen wurden; zwei Beispiele (Nr. 55 und 58) seie 
nochmals kurz zusammengestellt (Tabelle XIII, vgl. auch Tabelle | 
II und VI). 

Fiir wertvolle Hilfeleistung bei der Ausfiihrung der beschrieber: 
Versuche bin ich Herrn Dr. Gerhard Hecht und Fraulein Maria Mii/ 
groBen Dank schuldig. 

Zusammenfassung, 

1. Die Wirkung intravenés injizierter Calciumsalze an Katze: 
wird durch Zugabe von Phosphat auf gleichem Wege auf etwa das 
Doppelte gesteigert. Dies gilt fiir die tédliche Grenzdosis, fiir die Herbei 
fiihrung einer Ataxie und fiir die Abschwachung der Senfélchemosis 

2. Andere neutrale, saéuernde oder alkalisierende Salze_ besitze: 
diesen Effekt des Phosphats nicht. 

3. Kolloiddisperse oder fein suspendierte Teilchen von Calcium 
phosphat, Ferriphosphat, Bariumphosphat und Kieselsiure kénne1 
ebenso wirken wie ionendisperse Calciumsalzlésungen. 

4. Es wird vermutet, daB die betrachteten ,,Calciumwirkungen 
nicht eigentlich von der Vermehrung der Calciumionen, sondern voi 
dem Auftreten fein verteilter Partikelchen abhangt. 

5. Es kann kaum ausgeschlossen werden, daB es auch _ ,,physio- 
logische Calciumwirkungen“ gibt, die in ihrer Wesensart der Wirkung 
der kiinstlich zugefiihrten hohen Dosen nahestehen. 


1 Aepp. 96, 133, 1923. ' 
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Zur Frage der Eisenresorption. 


Von 


H. Siillmann. 
(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 20, Mdrz 1951.) 


Wahrend friiher die Eisentherapie in hervorragendem Mabe das 
medizinische Interesse beanspruchte, ist sie in den letzten Jahren mehr 
in den Hintergrund getreten, was zum Teil wohl mit der Abnahme der 
Chlorose erklart werden kann. Umgekehrt ist die Bedeutung des Eisen- 
stoffwechsels fiir den lebenden Organismus aber gerade in der letzten 
Zeit in bedeutsamen Arbeiten nachdriicklich hervorgehoben. Die hier 
erzielten Ergebnisse in der Eisenfrage sind vorwiegend unter physiolo- 
gisch-chemischen Gesichtspunkten zu betrachten. 


Warburg hat in seinen bekannten Untersuchungen tiber die Atmung 
und den damit verkniipften Verbrennungsvorgang die Rolle des Zelleisens 
als katalytisch wirksamen Bestandteil bei der Sauerstoffiibertragung er- 
wiesen. Neben diesem eisenhaltigen Atmungsferment verdienen noch 
sondere Erwahnung das nach Barkan leicht abspaltbare, im wesentlichen 
an die Formelemente gebundene Bluteisen, Keilings Cytochrom und die 
nach Warburg ebenfalls eisenhaltige Katalase. Diese Tatsachen, wie iiber- 
haupt das universelle Vorkommen von Eisen als normaler Zellbestandteil, 
regten erneut dazu an, sich mit der Pharmakologie und Toxikologie dieses 
Stoffes eingehender zu beschaftigen. Namentlich sind es aus der aller- 
letzten Zeit Untersuchungen von Starkenstein (1) und Mitarbeitern, die 
hierzu wichtige Beitrage lieferten, vor allem die physikalische Zustands- 
form der Eisenverbindungen (kolloidal oder echt gelést) sowie auch die 
chemische Bindungsart des Eisens in ihrer Bedeutung fiir die Resorption 
und die Wirksamkeit dieses Stoffes untersuchten. Dabei ergibt sich, daBi 
der intermediare Stoffwechsel des Eisens ein komplizierterer Vorgang ist, 


yer- 


als man bisher anzunehmen geneigt war, wenn auch in dieser Beziehung 
noch nicht alle Angaben sichergestellt sind. In einer zusammenfassenden 
Darstellung iiber die Ergebnisse der Erforschung des Ejisenstoffwechsels 
zeigt Lintzel (2), wie sparsam der Organismus normalerweise mit dem 
Eisen wirtschaftet; es erscheint kein Eisen im Harn, obgleich die Niere 
fiir gewisse Eisenverbindungen durchlassig ist und trotzdem grobe Mengen 
Blutkérperchen regelmaBig im Tierkérper zerstért werden und dadurch 
Eisen frei gemacht wird. Die fiir den gesamten Stoffwechsel so wichtige 
Riickresorption diirfte auch die Ausscheidung des Eisens in nennenswerten 
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Mengen verhindern. Denn nur so kann es verstaéndlich erscheinen, «a; 
in den Versuchen von MW. B. Schmidt (3) die Tiere bei eisenfreier Ernahriing 
bis in die dritte Generation normal lebensfaihig blieben. 

Den Ausgangspunkt bei der Erforschung des Eisenstoffwechscls 
bildet die Frage nach der Resorption des Eisens. 

Die bisherigen von verschiedenen Seiten gemachten Untersuchunger 
erlauben noch keine eindeutige Aussage dariiber, in welcher Form das 
Eisen vorliegen muB, um resorbiert zu werden. Die Versuche von Lintze! 
der die Resorbierbarkeit verschiedener Eisenverbindungen im Bilanz 
versuch feststellte, fiihren zu dem Schlu8, daB im wesentlichen nur ionisiertes 
Eisen aufgenommen wird. Schirokauer (4) zeigte in seinen Untersuchunven 
verschiedener Eisenpraéparate, da im Magen aus allen Fe-Verbindunge: 
ein Teil des Eisens in die ionisierte Form iibergefiihrt wird. Abderhalde) 
und Hanslian (5) wiesen bei der kiinstlichen Verdauung von Fleisch mit 
Pankreatin mit (NH,),S fallbares Eisen nach. Im Verdauungsversuc} 
mit getrockneten Pflanzen fanden Lintzel und Radeff (6) von 12,4 my 
Gesamt-Fe 6,2 mg Fe in ionisierter Form. 

Sowohl im Magen als auch im Duodenum unterliegt das Eisen 
mannigfachen chemischen Umwandlungen. Die gleichzeitige An 
wesenheit von komplexbildenden Sauren, wie Citronenséure, Wein- 
siure, Milchsdure u.a., oder die Bildung unléslicher Verbindungen, wie 
Kisenhydroxyd, Eisenphosphat usw., vermindert die Resorption ces 
Eisens, entsprechend der Voraussetzung, daB fiir die Resorption eines 
Stoffes in erster Linie die Diffusibilitaét desselben maBgebend ist. Neben 
der Uberfiihrung des Nahrungseisens bei der Verdauung in die auf 
nehmbare, ionisierte Form kann also auch der riickliufige Vorgang 
stattfinden. 

Die Kenntnis dieser Tatsachen fiihrt zu der Annahme, da den 
verschiedenen Oxydationsstufen des Eisens ein unterschiedlicher Wert 
beziiglich ihrer Resorbierbarkeit beizumessen ist. Den Verbindungen 
des dreiwertigen Eisens kommt allgemein in weit starkerem MaBe die 
Fahigkeit, Komplexverbindungen zu bilden, zu als den des zweiwertigen 
Treadwell und Fisch (7) haben die Komplexbildung organischer Sauren 
mit Eisensalzen in neuerer Zeit genauer mittels der elektrometrischen 
Titration untersucht. Dabei heben auch diese Autoren die bekannte 
Erscheinung hervor, daB die Komplexbildung des Ferriions mit den 
untersuchten Carbonsiuren bei weitem die des Ferroions iibertrifft 
Zudem sind die Ferriverbindungen ausgesprochene Eiwei®fallungs 
mittel, vermégen also mit dem im Verdauungssaft reichlich vorhandenen 
EiweifB unlésliche Verbindungen einzugehen. Aber auch in ihrer Léslich- 
keit unterscheiden sich einige physiologisch wichtige Salze des Eisen- 
oxyduls und des Eisenoxyds voneinander. Von den schwerléslichen 
bis (praktisch) unléslichen Eisenverbindungen kommen hier besonders 
das Hydroxyd, Carbonat und Phosphat in Frage. Es zeigte sich nun 
auch in Léslichkeitsversuchen, daB die betreffenden Eisenverbindungen 
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sih in verschiedenen Mengen Wasser lésen, je nachdem eine Ferri- 
over Ferroverbindung vorliegt. Ein bemerkenswerter Unterschied ist 
zunachst schon bei der Fallung mit Natriumphosphat wahrzunehmen: 
bei einer Wasserstoffionenkonzentration, die einem pq von etwa 4,5 
eutspricht, erzeugt Na-Phosphat in Ferrosalzl6sungen nur eine opales- 
zente Triibung, wahrend die Ferrisalze auch noch in starker saurem 
Gebiet einen starken Niederschlag geben. Im Duodenum, das fiir die 
Kisenresorption wohl ausschlieBlich in Frage kommt, herrscht im groBen 
und ganzen eine ganz schwach saure Reaktion, unter Umstanden 
allerdings auch starker saure Reaktion bis py 4 (Mc Clendon), so dab 
es im Duodenalinhalt zwar zur Bildung von léslichem Ferrophosphat 
kommen kann, was aber fiir die Eisenresorption ohne Bedeutung sein 
diirfte, da ja im Darmsaft die kohlensauren Salze iiber die phosphor- 
sauren weit tberwiegen. 

Von physiologischem Interesse sind daher vor allem die Eisen- 
carbonate, da das Vorhandensein von Carbonaten als auch _ freier 
Kohlensaure im Verdauungssaft die Bildung dieser Verbindungen leicht 
erméglicht. Setzt man zu einer Lésung von Ferrichlorid Natrium- 
carbonat im Uberschu8, so erhalt man eine quantitative Ausfallung 
des Eisens als Eisenhydroxyd, in Ferrosalzlésungen erzeugt Natrium- 
carbonat eine Fallung von Eisencarbonat, FeCO,. Auf die Léslichkeit 
dieser Verbindungen ist die Einwirkung von freier Kohlensaiure von 
EinfluB. Suspendiert man die unter weitgehendem AusschluB von 
Luft frisch erzeugten und ausgewaschenen Niederschlige von Ferri- 
hydroxyd und Ferrocarbonat in Wasser und leitet etwa 1 Stunde CO, 
durch diese Fliissigkeiten, so ist in dem klaren Filtrat des Ferrihydroxyds 
qualitativ (Rhodan- und Berlinerblauprobe) Eisen nicht nachzuweisen. 
Dies mag die Ungiftigkeit der Ferriverbindungen bei peroraler Ver- 
abreichung erklaren. Andererseits gibt das Filtrat von Ferrocarbonat 
sehr deutliche Reaktionen auf Eisen. Beim Stehen an der Luft fallt 
aus dieser Lésung, die das Eisen in Form von Ferrobicarbonat geldést 
enthalt, infolge Oxydation una CQ,-Abgabe unlésliches Ferrocarbonat 
aus. In 100 cem kohlensaéurehaltigem Wasser sind bei einem py von 6,4 
etwa 20 mg Fisen als Eisenbicarbonat léslich. Bei noch starker saurer 
Reaktion steigt die geléste Eisenmenge in CQ,-haltigem Wasser bis 
auf 67 mg-°,,. Physiologisch sind diese Mengen gelisten Eisens natiirlich 
von groper Bedeutung, zudem es sich dabei um eine leicht diosmierende 
Verbindung handelt. 

Die mit der Nahrung in den Organismus gelangenden Eisen- 
verbindungen sind aber nur in den seltensten Fallen Ferroverbin- 
dungen; von Bedeutung ist hier jedenfalls nur die Ferriform. Aber 
schon einfache Reagenzglasversuche kénnen davon tiberzeugen, dal} 
sogar der Nahrungsbrei, auf den noch keine Verdauungssafte ein- 


16 * 
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gewirkt haben, ein erhebliches Reduktionsvermégen fiir Eisen. 
verbindungen besitzt. LaBt man auf mit Wasser angefeuchtete B: 
stiickchen ein Gemisch von Ferrichlorid und Ferricyankalium einwirken 
so ist schon nach wenigen Minuten eine intensive Blauung der Brot. 
stiickchen wahrzunehmen. Sowohl FeCl, als auch das komplex 
K,Fe(CN), werden von Brot reduziert. Erwarmt man Brotstiickchen 
einerseits mit einer Lésung von FeCl, andererseits mit K,Fe(CN),. 
Lésung, so ist in beiden Filtraten mit dem entsprechenden Ferrisalz 
Eisen in der Oxydulform nachzuweisen. Das Auftreten dieser Berliner- 
blaureaktion zeigt das Reduktionsvermégen des Brotes, das in dem 
nachfolgenden Versuch quantitativ bestimmt wurde. 

10 g zerkleinertes (Grob-) Brot wurden mit 20 cem einer m/10 Fe(| 
Lésung und 20 ccm Wasser versetzt. Dieser Brei wurde im verschlossenen 
GefaB unter Stickstoffatmosphare 4 Stunden bei 37° stehengelassen, zentri 
fugiert und filtriert. Das Filtrat gibt starke Reaktion mit K,Fe(CN), 


(Turnbulls Blau). 2 cem Filtrat nach Verdiinnen und Ansiuern mit H,SO, 


mit n/10 KMnO, titriert. Verbrauch: 0,625 cem 35mg Fe. Von lig 
Brot werden in der obigen Versuchsanordnung also insgesamt 70 mg Eise1 
in die Oxydulform tibergefiihrt. Kin analoger Versuch, bei dem Brot aut 
eine m/1l0 K,Fe(CN),-Lésung einwirkte, ergab im wesentlichen dasselly 
Resultat: 10 g Brot vermochten aus dieser Komplexverbindung etwa 75 img 
Fe zu reduzieren. 

Diese Zahlen, die wegen des differierenden Ausgangsmaterials natiir 
lich nur bedingt vergleichsweise angewandt werden diirfen, zeigen ein 
erhebliches Reduktionsvermégen des Brotes. Die Ursache_hierfiu 
ist nicht ohne weiteres ersichtlich. Es ist naheliegend, das Reduktions- 
vermégen wenigstens zu einem Teil auf etwa im Brote vorhandene 
Sulfhydrylkérper zuriickzufiihren. Wir versuchten daher, diese Ver 
bindungen nach der modifizierten Methode von Tunnicliff im Brot 
zu bestimmen. Der Jodverbrauch des Trichloressigsiureextrakts von 
100 ¢ WeiBbrot betrug 6,0 cem n/100 J. Bezieht man diesen Verbrauch 
an Jod auf das zuerst von Hopkins nachgewiesene und aus der Hefe 
isolierte Glutathion, einem Tripeptid von Cystein, Glykokoll und 
Glutaminséure, so erhalt man fiir Brot den (relativ hohen) Gehalt 
von 15 mg-°,, dieser Sulfhydrylverbindung. Reine S H-Verbindungen 
geben mit Nitroprussidnatrium und Natronlauge eine zwar ziemlich 
unbestandige, aber deutliche Rotviolettfarbung. Diese Reaktion wird 
als charakteristische Nachweismethode fiir die Sulfhydrylverbindungen 
angewandt. Wahrend diese Probe mit einem Trichloressigséiureextrakt 
aus Hefe stark positiv ausfallt, versagt sie beim Brot. Zu beachten 
bleibt allerdings, daB die Reaktion mit Nitroprussidnatrium einma! 
nicht streng spezifisch ist fiir die SH-Gruppe (Aceton, Kreatin), dann 
aber auch durch die Anwesenheit anderer Stoffe, wie Acetaldehyd, 


verhindert wird. Immerhin laBt der negative Ausfall der Natrium- 
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nitroprussidreaktion auf die Abwesenheit der Sulfhydrylverbindungen 
in den Extrakten schlieBen. Der angegebene Jodverbrauch ist deshalb 
auch kritisch zu werten. Die Jodtitration als Bestimmungsmethode 
fur die SH-Verbindungen ist in Extrakten und Aufschwemmungen 
durchaus unsicher, insofern noch andere reduzierende und Jod addierende 
Substanzen vorhanden sein kénnen. Diese Méglichkeit liegt vor, wenn 
man mit Gewebsextrakten oder solchen aus Nahrungsmitteln, wie 
im vorliegenden Falle, arbeitet. Somit ist kein ausreichender Grund 
vorhanden, den angegebenen Jodverbrauch ausschlieBlich auf das 
Glutathion zu beziehen. 

Unsere vorlaufigen Versuche an Eiweifmaterial zeigten, dab fiir 
die Eisenreduktion durch die Nahrungsmittel vornehmlich die hydro- 
lytischen Spaltprodukte der Eiweibkérper in Frage kommen. Casein, 
mit Natronlauge oder Salzsiure kurz erwarmt, zeigt die Reduktions- 
probe in starkem MaBe. DaB hierbei der Schwefel nicht die ausschlag- 
gebende Bedeutung hat, zeigte ein analoger Versuch an der (S-freien) 
Gelatine. Auch hier nach der Hydrolyse mit Saéure oder Lauge eine 
starke Reduktion von Eisen. Die Reduktion von Eisenverbindungen 
durch die EiweiBabbauprodukte kann u.a. durch die in den meisten 
tierischen und pflanzlichen Proteinen enthaltenen Imidazolverbindungen 
(Histidin, Carnosin usw.) bedingt sein, da neben anderen jodbindenden 
Aminosauren (Tyrosin, Tryptophan) die Imidazolderivate als jod- 
bindende Substanzen in den Eiweibkérpern hauptsachlich in Frage 
kommen. Histidin zeigt dementsprechend auch beim Anstellen der 
Berlinerblaureaktion eine Reduktion von FeCl. 

Fiir die vorliegende Frage der Resorption der Eisenverbindungen 
ist der experimentelle Nachweis wichtig, daB durch unsere Nahrungs- 
mittel Ferrisalze in die Oxydulform iibergefiihrt werden. Hierbei kann 
neben anderen reduzierenden Substanzen der Gehalt der Nahrungs- 
stoffe an Glutathion eine wesentliche Rolle spielen. Die an Sulfhydryl- 
verbindungen éuBerst reiche Hefe gibt in ganz kurzer Zeit mit Ferri- 
chlorid-Ferricyankalium eine starke‘ Berlinerblaureaktion, die momentan 
eintritt, wenn man die Hefe 2 bis 3 Minuten im Wasserbad erwarmt 
hat. Auch das Filtrat der Extraktion des Brotes mit Trichloressigsaure 
wirkt auf das oben angegebene Eisengemisch reduzierend. 

Natiirlich stehen dem Organismus noch andere Méglichkeiten zur 
Xeduktion von Eisenverbindungen zur Verfiigung. Der Gehalt der 
Gewebe an Glutathion (in der Sulfhydrylform) ist hierfiir wesentlich. 
Nach den Bestimmungen von Chang und Schmorl (8) enthalt die 
Schleimhaut des Magens rund 100 mg-°,, Glutathion. Aus den Unter- 
suchungen von Moncorps (9) iiber die Resorption elementaren Schwefels 
geht hervor, daB die wahrend des Resorptionsvorganges stattfindende 


Schwefelreduktion zu H,S im wesentlichen durch die in der Haut vor- 
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handenen Sulfhydrylverbindungen zustande kommen diirfte. In Ana- 
logie hierzu kann angenommen werden, daB die an Glutathion 
ziemlich reichen Schleimhaute des Verdauungsapparates bei der | 
rihrung mit Eisenoxydverbindungen eine Reduktion derselben herbei- 
fiihren k6nnen, zumal die Reduktion von Eisensalzen durch Cystein 
in vitro eine langst bekannte Tatsache ist [vgl. Mérner (10)]. Lintxl 
hat wahrscheinlich gemacht, daB die Resorption von Eisenionen, wenn 
nicht zu hohe, d. h. giftige Gaben verabreicht werden, in weiten Grenzen 
unabhangig von der zugefiihrten Dosis ist. Lintzel (11) fand, ,,dab 
weibe Ratten, die zu einer normalen Kost im Laufe einiger Wochen 
12 mg Eisen als Ferrichlorid erhielten, im Vergleich zu normal er- 
nahrten Kontrolltieren nur ein unbedeutendes Plus an Eisen in Milz 
Leber und Gesamtkorper aufwiesen. ,,Von einem solchen Resorptions- 
mechanismus kann man sich nach unseren Versuchen eine einfache 
Vorstellung machen: Wenn, wie wir zu zeigen versuchten, die Resorption 
des Eisens vorwiegend als Ferrohydrocarbonat stattfindet, so ist sie 
abhangig von dem Kohlenséure-Carbonatgehalt, d.h. der Reaktion, 
die im Duodenalinhalt herrscht. Die Wasserstoffionenkonzentration 
des Duodenalinhalts schwankt, wie wir oben schon angegeben haben, 
um mehrere Zehnerpotenzen. Es ist so ersichtlich, daB der Organismus 
in der Anderung der Reaktion im Duodenum ein Mittel hat, die Resorption 
des Eisens zu regulieren. 

Zusammenfassend kommen wir also zu der Anschauung, da} das 
in der Nahrung enthaltene Eisen, soweit es durch die Verdauung in 
den ionisierten Zustand iibergefiihrt wird, als diffusibles Ferrohydro- 
carbonat im Diinndarm zur Resorption gelangen kann 
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Verteilung von Milchsiure und Calcium in Gewebekulturen. 


Von 


Fritz Demuth. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 20. Mdrz 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der Vorteil der Gewebeziichtungsmethode gegeniiber anderen 
Techniken der experimentellen Medizin und Biologie besteht darin, 
daB man den direkten EinfluB der verschiedensten Einwirkungen auf 
lebende Zellen untersuchen kann unter AusschluB der Komplikationen 
durch einen Gesamtorganismus oder einen seiner Teile, vor allem 
Verdauungs-, GefaB-, Nerven- oder endokrines System. Diesem Vorteil 
stehen schwerwiegende Nachteile gegeniiber. Abgesehen davon, dab 
man doch nicht immer direkt, sondern nur durch Vermittlung des 
Mediums, in das die Zellen eingebettet sind, an sie herankommt, sind 
die Lebensbedingungen der Zellen in vitro von denen in vivo so grund- 
legend verschieden, daB man mit Schliissen auf den Organismus sehr 
vorsichtig sein und sich bemiihen mu, diese besonderen Bedingungen 
méglichst zu analysieren. Reinkulturen von Geweben héchst ent- 
wickelter Tiere stehen in vitro unter Bedingungen, die noch primitiver 
sind als bei Coelenteraten, wenn man unter primitiv den Zustand 
versteht, daB die Zelle ohne Vermittlung besonderer vorbereitender 
oder regulierender Systeme alle fiir ihr Leben notwendigen Leistungen 


selbst vollbringen mufS — im Grunde also ein recht komplizierter 
Zustand —. Stoffaufnahme und -abgabe erfolgt bei den Zellen in vitro 


nur direkt vom und zum Medium und nach kinematographischen 
Aufnahmen nur unter Umstinden in reichlicherem Mabe von Zelle zu 
Zelle. Je mehr Zellen mit dem umgebenden Medium in direktem 
Kontakt stehen, d. h. bei den iiblichen Ziichtungsbedingungen je besser 
eine Kultur sich in zwei Dimensionen ausbreitet, méglichst einschichtig, 
um so besser gedeiht die Kultur. In dreidimensionaler, z. B. kugeliger 
Form, lassen sich nur kleine Kulturen ziichten. Kanalsysteme fehlen 


bei der gewohnlichen Ziichtungsart. Der Stoffaustausch erfolgt also 
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im wesentlichen durch Diffusion und Vektorialitat im Medium, deren 


Grébe fiir das Leben der Zellen in vitro ausschlaggebend ist. 
Zwei Beobachtungen legten es nahe, diese Verhaltnisse an dey 


Verteilung von Milchsaéure und von Calcium in der naichsten Umgebung 


der Kulturen und im weiteren Medium zu untersuchen. Schon Rous (| 
hat die Saureproduktion von Gewebekulturen mit Indikatoren nach 





Abb. 1. 
Bildung eines Ringes aus Calciumlaktat um eine Kultur von Ehrlich schem Miusecarcinot 
(Vergr. Sfach, ungefarbt) 


gewiesen. Wir (2) konnten zeigen, daB es sich hier um Milchsaure 
handelt. Der Nachweis eines Aziditatsabfalles von der Kultur zum 
weiteren Medium ist zwar durch Indikatorfarbung wahrscheinlic! 
gemacht. Doch kann nicht ausgeschlossen werden, da®B andere Tone: 
und besonders physikalisch-chemische Zustainde diese Farbung stérend 
beeinflussen. Versuche, solche Messungen elektrometrisch vorzunehmen 
verliefen bisher nicht befriedigend. Die Messungen kénnen nur i 
Fliissigkeiten fehlerfrei ausgefiihrt werden, also nur in Kulturen mit 


Verfliissigungshof. Es ist aber wichtig, gerade das starre Plasma 
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kvagulum zu untersuchen. Die direkte quantitative Bestimmung der 


Milchséure ist nun besonders bei den sehr lebhaft glykolysierenden 
bosartigen Geweben -—- mit geniigender Genauigkeit méglich. Zu 


Hilfe kam die zweite Beobachtung, iiber die schon kurz _ berichtet 
wurde (3). Erhéht man die Calciummenge im Medium, so bekommt 
man um die Kulturen herum einen dichten, grau-weiblichen, im durch- 
fallenden Licht schmutzig-braunen Niederschlag. Wachst die Kultur 
nicht oder nur sehr schlecht, so tritt dieser Niederschlag unmittelbar 
um das Kulturstiickchen herum auf und bleibt hier liegen. Wachst 
die Kultur, so entsteht er entweder in der Nahe der Kultur, wandert 
aber dann zentrifugal von der Kultur fort, so daB sich ein Ring bildet, 
oder er entsteht von vornherein in einem gewissen Abstand von der 
Kultur ringférmig (Abb.1). Der Ring ist nach der Kultur zu meist scharf. 
begrenzt, wahrend er nach dem Medium zu diffus auslauft. Da er nach 
einiger Zeit in seiner urspriinglichen Wanderung stillhalt, erreicht ihn 
das wachsende Gewebe, ja es kann ihn, ohne das man_ besondere 
Stérungen beobachten k6énnte, einfach durchschreiten. Die Ring- 
bildung kann unvollstandig oder unregelmaBig sein, z. B. wenn die 
Kultur im hangenden Tropfen exzentrisch liegt, halbmondférmig auf 
der Seite der gr6Beren Mediummasse. Die Niederschlige entstehen 
besonders bei Geweben, die erfahrungsgemaB reichlich Milchsaure 
bilden. Die Annahme, daB es sich hier um Niederschlige von Kalk- 
salzen, und zwar um Calciumlactat handelt, lag nahe. Schon die ge- 
wohnliche Menge Kalk im Medium, die ja infolge des stark schwankenden 
Kalkgehalts des Hiihnerplasmas erhebliche Differenzen zeigen kann, 
scheint zur Bildung der Ringe zu geniigen, wenn die Kulturen reichlich 
glykolysieren. Andererseits kann auch in gut wachsenden Kulturen 
normaler Gewebe, die erfahrungsgemaB (2) wenig Milchséure bilden, 
gelegentlich Ringbildung beobachtet werden und schon eine verschiedene 
Firbung deutet darauf hin, daB offenbar auch Niederschlige ‘«anderer 
schwer léslicher Salze vorkommen kénnen. 


Methodik. 


Zwei bis vier Kulturen von Mausecarcinom, Rattensarkom Crocker X 
oder frischen embryonalen Hiihnerherzen, wurden in kleinen Carrelflaschen 
nur mit festem Medium (Plasma und Tyrode mit Embryonalextrakt im 
Verhaltnis von 1:3) geziichtet. Nach einer Reihe von Tagen wurden die 
Kulturen mit ihrer nachsten Umgebung in der Flasche aus dem Medium 
herausgeschnitten, in den Versuchen der Tabelle I auf einer Glasplatte 
schnell annahernd halbiert und mit einer Torsionswaage! méglichst schnell 
gewogen. Bei den Versuchen 11366 bis 11571 (Tabelle 11) wurde eventuell 


! Die Torsionswaage wurde mir von der Deutschen Gemeinschaft zur 
Erhaltung und Férderung der Forschung zur Verfiigung gestellt. wofiir 


ich auch an dieser Stelle meinen Dank ausspreche. 


F. Demuth 
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Tabelle 11. 


Milchsaéure in der Umgebung der Kultur. 





Gewicht oe. Milchsiure 
Art der Kultur —— = : 5 : - c Kultur 
Kultur Rest Kultur. Rest Kultur’ Rest Rest 
mg ng mg mg 0 0 
11366 Hiuhnerherz* 26,0 753,0 | 0,29 | 1,25 111 0,16 6.95 
11 367 ‘ . 103,6 11244 0,82 1,28 031 O11 2,82 
11 369 i 45.0 1060.0 0,23 1,35 0,51 0,13 3,92 
11 370 s 29.4 547,6 O21 1,42 1,05 0,26 4,04 
11 567 . _— 293,67 2895,4 0.44 2.28 0.15 0,08 1,88 
11.568 - ** | 397,277 2726,9 | 0,95 | 256 0,15 0,09 1,67 
11 569 e 304,477 2404.0 0,59 2,55 019 O11 1,73 
11 571 . 162,647 22624 043 3,17 0,26 0,14 1,86 
14 428 Crocker X 5,62 | 1291,0 | 0,21 | 1,22 3.74 0,09 42 
14 429 - 8,22 1366.4 0,19 1,29 2,32 0,09 26 
14430 Mauseearcinom 5,64 2231.0 0,27 2,04 4,78 0,09 53 


* Zusatz von 0,2 ccm isotonischer Ca Cl.-Lisung. 

** Zusatz von 0,4 ccm isotonischer CaCl,-Lisung, starke Ringbildung. 
+ Inbegriffen geringer Verfliissigungshof um die Kultur, 
++ Inbegriffen grofer Verfliissigungshof um die Kultur. 


auch ein entstandener Verfliissigungshof abpipettiert und mit der Kultur 


zusammen auf einer analytischen Waage gewogen. Das iibrige Medium 
wurde ebenso schnell annéhernd halbiert (Tabelle I) oder im ganzen (Ta- 
belle Il) auf einer analytischen Waage gewogen. Die Bestimmung der 


Milchséure erfolgte in der friither angegebenen Weise (2) nach Friedeman, 
Cotonio und Shaffer, die Calciumbestimmung mit der gebrauchlichen 
Methode nach de Waard mit vorsichtiger Veraschung mit Salzsaéure. Die 
Milchséuremengen der Kulturstiickchen in den Versuchen 18796 und 18798 
hegen dicht an der Grenze des bestimmbaren. die Calciummengen bei den 
eingeklammerten) Versuchen 18796 und IS8S798, 19038A und 19157 unter- 
halb dieser Grenze (1 bis 2 Tropfen der n/100 Peymanganatlésung bringen 
schon einen Umschlag). Das wesentliche Ergebnis ist auch bei AusschluB 
dieser Versuche deutlich. 
Ergebnisse. 


Aus Tabelle I und II geht hervor, daB die Konzentration der 
Milchsdure in der unmittelbaren Umgebung der Kulturstiickchen bei 
bésartigen Geweben 15- bis 53mal so gro} ist, wie im tibrigen Medium. 
Bei normalen Herzen ist sie, wenn keine Verfliissigung des Plasma- 
koagulums stattgefunden hat, 3- bis 7mal so groBb. Die Milchsaure 
wird danach offenbar an dieser Stelle, also von den Zellen gebildet 
und nicht etwa durch die Zellen katalysiert von Bestandteilen 
des Mediums, etwa dem Embryonalextrakt. Bei erhéhter Calcium- 
konzentration des Ziichtungsmilieus ist die Anhaufung der Milchsaure 
um die Kultur herum wesentlich héher, ohne daB die Gesamtmenge der 


gebildeten Milchsaure eindeutig erhéht ware. Es wird gezeigt werden, 
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daB es sich hier nur um eine Konzentrationsverschiebung durch 
Ausfallung von milchsaurem Kalk handelt. 

DaB die Milchséure trotz der tagelangen Versuchsdauer in cer 
Nahe der Kultur angehauft bleibt, zeigt an, da nur eine langsany 
Diffusion in das Medium stattfindet und daB sich schwerlésliche Ver 
bindungen bilden. Um einen Einblick in die Diffusionsverhaltnisse 


Tabelle III. 
Diffusion von Milchséure in ein Plasmakoagulum. 


Zentrifugenglaischen von 0,5cm lichter Weite. Koagulum: A. 0,3 ccm 
Hiihnerplasma, 0,3 Tyrode mit 20°, Embr.-Extrakt, B. 0,3 cem Hiihner 
plasma, 0,6 Tyrode mit 10°, Embr.-Extrakt. Milchséure: 0,15 molar 





. , , iiberstehende Fliissigkeit 
Es diffundieren in Stunden versteh , ’ 


0.3 Milehsiure 0,1 Michsiure 


1 0,55 0,75 0,32 
2 0,89 0.93 0,42 
31, 1,23 1,30 

4 : 0.58 


Anfangsmenge im Gerinnsel 

Gesamtanfangsmenge 

Bei vollem Diffusions- 
ausgleich zu erwarte 











Abb. 2. 


fiir Milchséure im Plasmagerinnsel zu bekommen, wurden enge Reagenz 
rohrehen von 0,5cm innerer Weite mit Plasma und Tyrodelésung mit 
Extrakt beschickt und nach erfolgter Koagulation das Gerinnsel mit 
einer Milchsaurelésung iiberschichtet. Nach bestimmten Zeiten wurde 
die iiberstehende Fliissigkeit sorgfaltig abgesogen und im Koagulum 
die Milchsaure bestimmt. Tabelle II] und Abb. 2 zeigen, daB die schnel! 
einsetzende Diffusion bald nachlaBt. Nach etwa 4 Stunden ist die 
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Halfte bis drei Viertel des bei vélligem Diffusionsausgleich zu_ er- 
wartenden Wertes erreicht. In diesem Versuch diffundiert aber eine 
groBe Milchsiuremenge. Im Versuch B der Tabelle IIL entspricht 


sie etwa der von zwei bésartigen Kulturen in 1 Woche gebildeten Milch- 
siuremenge, im Versuch A dem Drei- bis Vierfachen. Die Diffusions- 
geschwindigkeit durfte aber nicht nur durch die héhere Konzentration 


gegentiber den Kulturversuchen gesteigert sein, sondern auch durch 
eine starkere Quellung, durch die die Diffusion geférdert wird. Bei 
den Kulturen vermehrt sich die Milchséiurekonzentration nur langsam 
mit dem Wachsen der Kulturen. Der Modellversuch zeigt aber deutlich, 
da die Milchsaurediffusionsgeschwindigkeit im Plasmagerinnsel, selbst 
bei hohen Konzentrationen etwa gegeniiber wasserigen Loésungen, 
ziemlich gering ist, was sich aus dem Kurvenverlauf ergibt, der sich 
bald einer Asymptote nahert. Hieraus erklart sich zum Teil die An- 
haufung der Milchséiure um die Kultur herum. 

Auch das Calcium ist bei Kulturen mit erhéhtem Calciumgehalt 
um die Kultur herum angehauft. Die Konzentration ist hier 5- bis 
7mal so groB wie im itibrigen Medium. (Bei den Kulturen mit gewéhn- 
lichem Calciumgehalt laBt sich das nicht sicher nachweisen, da die 
angegebenen Werte, die bei Beriicksichtigung des niedrigsten Titrations- 
wertes — der immer noch zu hoch ist das Dreifache ergeben wiirden, 
sicher zu hoch sind.) Diese durch die Niederschlagsbildung schon sicht- 
bare Konzentrationssteigerung bedarf einer besonderen Erklarung, da 
das Calcium im Gegensatz zu der lokal entstehenden Milchsaéure zunichst 
gleichmaBig im Medium verteilt ist. Durch Einwirkung von Stoff- 
wechselprodukten der Zellen miissen schwerlésliche Kalksalze bei 
Erreichung einer geeigneten Konzentration ausfallen. 

Zur naheren Analyse dieses Vorganges wurden acht Flaschen- 
kulturen mit starker Ringbildung 2 Tage lang mit mehrfach  ge- 
wechseltem destillierten Wasser gywaschen, wobei die Ringe’ unver- 
indert bestehen bleiben, aber praktisch alle wasserléslichen Salze 
entfernt werden. Die Ringniederschlige wurden dann mit Salzsaure 
gelést und in der Lésung Calcium und Milchsaéure bestimmt. Die 
Analyse (Tabelle IV) ergibt mit groBer Genauigkeit aquivalente Mengen 
von Calcium und Milchsaure. 

Mindestens in den acht untersuchten Kulturen bestand also der 
ting aus einem Niederschlag von Calciumlactat. Seine Entstehung 
muB man sich ahnlich derjenigen Liesegangscher Ringe denken, und 
zwar des ersten Ringes (fiir die es allerdings eine gesicherte Erklarung 


noch nicht gibt). Aus dem im Medium vorhandenen Calcium und der 
durch Kohlenhydratspaltung entstehenden Milchsaéure  bildet sich 
milchsaures Calcium, das so lange in Lésung bleibt, wie das Léslichkeits- 
produkt [Ca°][(C,;H;O,),] nicht tiberschritten ist. Dieser Moment 
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Tabelle IV. 


Analyse der Ringniederschlage. 





Calcium Milchsiure 
In cem der salzsauren 
eee 1,0 2,0 1,0 2,0 
mg. ee Sage 0,062 0,138 0,27 0,675 
mg-°"/) im Mittel. .... 6,55 30,4 
Milchsaure a ' 
(ber.: 4,5) 4.6 


Calcium 


kénnte durch Schutzkolloidwirkung noch etwas hinausgezégert werden 
Jede Uberschreitung des Léslichkeitsproduktes durch einen der beiden 
Elektrolyten fiihrt zur Ausfallung. Im vorliegenden Falle erhéht sic! 
[(C,H,0,)."] kontinuierlich. Von dem umgebenden Medium her kann 
Calcium nachdiffundieren, und bei Wiederiiberschreitung des Léslich 
keitsproduktes fallt wieder Calciumlactat aus. Daher schiebt sich der 
Ring zentrifugal von der Kultur ins Medium hinein. Innerhalb der 
Zone, in der das Calciumlactat ausfallt, verarmt das Medium an Calcium 
Milchsaure 
Calcium 
(Tabelle I), der fast doppelt so hoch ist wie der Aquivalentquotient 


Deshalb ergibt die Analyse auch einen Quotienten fiir 


Jeder innerhalb der Ringzone in Bildung begriffene Bodenkérper von 
Calciumlactat wird durch die hier stattfindende Calciumverarmung 
wieder in Lésung gehen. Hieraus allein kénnte man erkliren, warum 
sich nicht eine kreisférmig begrenzte Scheibe, sondern ein Ring bildet 

DaBb nur ein Ring entsteht, ist eine Frage der Konzentration. 
Uberschichtet man in Reagenzglischen von 5 mm lichter Weite ein 
Gerinnsel aus 6,5 ccm Hiihnerplasma, 0,5 cem Tyrodelésung mit 20°, 
Hiihnerembryonalextrakt und 0,1 oder 0,2 oder 0,4 oder 0,8 cem iso- 
tonischer CaCl,-Lésung mit 0,5 ccm isotonischer Milchséure, so ent- 
stehen mit steigender Konzentration zwei bis fiinf dichte, gelb-weiBliche 
Ringe von etwa 3 mm Dicke und dazwischen ebenso dicke, fast wasser- 
klare, leicht gelbliche Zonen. 

Allerdings deuten andere Beobachtungen darauf hin, daB die 
Verhaltnisse komplizierter sind, als bisher geschildert wurde. Dir 
Zone in unmittelbarer Nahe der Kultur, die im Falle der Calciumlactat- 
ringbildung frei bleibt, verhalt sich allen méglichen chemischen Reak- 
tionen gegeniiber sehr auffallig. Verschiedene chemische Reaktionen, 
die im tibrigen Medium deutlich ausfallen, bleiben in dieser Zone ent- 
weder ganz aus oder bleiben an Intensitat sehr stark zuriick, z. B. alle 
EiweiBfallungen mit Alkohol, Trichloressigsiure, Wolframat, Schwefel- 
siure, Reaktionen mit Ag N O3, H,S, Ba(OH),, BaCl,, (N Hy)oC, O04, Ca Cl, 
im Uberschu8 usw. Wiahrend sich das Plasmagerinnsel — zum Schaden 
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einer guten histologischen Untersuchung sonst mit vielen Farben 
in‘ensiv farbt, bleibt die Farbung in einer Zone, die derjenigen innerhalb 
eines Ringes entspricht, oft ganz aus (Abb. 3). Mit Verarmungs- 
erscheinungen kann dieses Verhalten der Zone nicht allein erklart 
werden. Denn es ist z. B. undenkbar, da die Chlorkonzentration 
unter die Nachweisbarkeit mit Silbernitrat sinken sollte. Wahrscheinlich 





Abb. 3. 


Kultur von Perichondriom. Fixiert in Alkohol, gefairbt mit Carmin Vergr. 3fach 
Die Farbung ist im Zentrum des Gewebestiickchens und im Plasmagerinnsel auferhalb 
des Gewebes intensiv, fehlt aber in einer Zone nahe dem Rande der Emigrationszone 


handelt es sich um eine Schutzkolloidwirkung. Bemerkenswert ist, 
daB sie von der Lebenstatigkeit der Zellen abhangig ist, denn sie fehlt 
im Medium in einiger Entfernung vom Gewebe und bei toten Kulturen 

Fir die Calciumlactatringbildung kommt noch hinzu, dab die 
Salze der d-Milchsaure leichter léslich sind als die der inaktiven [ Engel- 
hardt (4)|. Die erste, mit der wir es in der Nahe der Zellen sicher zu tun 
haben, wandelt sich leicht in die zweite um, méglicherweise in der 
Zone der Ringbildung. Weiter fast uniibersehbare Komplikationen 
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bilden die Kohlenséureaustreibung aus dem Bicarbonat des Mediim, 


durch die Milchsaure, die Bildung der noch schwerer léslichen Calcium 
carbonate, die Wirkung von EiweiBkérpern und ihren Abbauprodukie: 
die auf die Léslichkeit der Kalksalze EinfluB haben. 

Daf im lebenden Organismus ahnliche Verhaltnisse vorkomine: 
kénnen, ist denkbar. Z. B. ware bei reichlicher Milchsdurebildung j) 
absterbenden Geweben und Zirkulationsst6rungen, unterstititzt durc} 
die Calciumiiberséttigung des Blutes, die Entstehung von Calcium 


lactatniederschligen méglich. Im allgemeinen diirften aber im Organis. 


mus die Phosphate und die Carbonate eine gréBere Rolle spielen. 

Fir die Gewebeziichtungsmethode ergibt sich ein Einblick in di 
Kompliziertheit der Verhaltnisse in der Umgebung der Kulturen, di 
von denen in vivo weitgehend abweichen. Die von den Zellen in den 
von allen Nahrbéden bisher immer noch am meisten befriedigende: 


Plasmagerinnsel hervorgerufenen kolloidalen Veranderungen diirften 
fiir die Zellen in vitro von vitaler Bedeutung sein. Die Konzentrations. 


verschiebungen im Medium, von denen hier nur diejenigen zweie1 
chemischer Stoffe aufgedeckt wurden, miissen beriicksichtigt werden 
wenn man Schliisse aus Verinderungen ziehen will, die durch Variatior 
des Milieus hervorgerufen wurden. 


Zusammenfassung. 

1. Die von in vitro geziichteten Zellen gebildete Milchsaure hauft 
sich in der Nahe der Kulturstiickchen an. 

2. Bei reichlicher Milchséurebildung oder Erhéhung der Calcium 
konzentration fallt in der Umgebung der Gewebe milchsaurer Kalk i: 
Form von Ringen aus. 

3. Die Entstehung dieser Ringe und die Méglichkeit, aus den 
angestellten Untersuchungen Schliisse auf die Lebensbedingungen i: 
vitro zu ziehen, werden besprochen. 


Literatur. 
1) Rous, Journ. of exper. Med. 18, 186, 1913. 2) Demuth u. Meier, 
diese Zeitschr. 212, 339, 1929. 3) Demuth, Praktikum d. Ziichtung \ 
Warmbliitergewebe in vitro. Miinchen, Miiller & Steinicke, 1929. 


4) Engelhardt, Liebigs Ann. 65, 359, 1847. 
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Uber die sogenannte spezifisch-dynamische Wirkung 
der Nahrungsstoffe. 


V. Mitteilung: 


Die Wirkung von Nahrungsstoffen auf den Stoffweehsel der isolierten Lunge. 


Von 
(i. Mansfeld und Z. Horn. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Pées.) 


(Eingegangen am 22, Mdrz 1951.) 


1. Einleitung. 

In der |. Mitteilung (1) dieser Versuchsreihe wurde gezeigt, dab 
ler Sauerstoffverbrauch einzelliger Lebewesen (Mausetyphusbazillen) 
mit der Konzentration der umgebenden Nahrung proportional steigt 
nd fallt. Dies steht im Widerspruch zu der Lehre, nach welcher 
ler Verbrauch der Zellen keine Funktion des Angebotes, sondern 
es Bedarfs wire. Nachdem diese Eigenschaft einzelliger Lebewesen 
n mancher Beziehung mit der spezifisch-dynamischen Wirkung det 
Nahrungsstoffe Ahnlichkeit zeigte, mu®te daran gedacht werden, 
13 letztere Erscheinung am hoéheren Organismus darauf  beruht, 
laB es bei Nahrungsaufnahme zu einer zeitweiligen Uberschwemmung 
ler Gewebssafte mit verbrennbaren Stoffen kommt und diese vielleicht 
len Sauerstoffverbrauch der Kérperzellen ebenso steigern wie jenen 
ler Bakterien. In unserer ersten Mitteilung (vgl. 8.52) wurde schon 
larauf hingewiesen, daB eine Reihe wichtiger Tatsachen mit dieser 
\nnahme im Einklang steht, namentlich jene Befunde, die am héheren 
Organismus von Gigon (2) und von Johansson (3) ermittelt und fiir die 
spezifisch-dynamische Wirkung als charakteristisch erkannt wurden. Um 
zu sehen, inwieweit unsere Annahme mit weiteren Tatsachen im Kinklang 
steht, wurde in einer zweiten Arbeit (4) der EinfluB von Nahrungs- 
stoffen auf den Sauerstoffverbrauch isolierter Zellen des  héheren 
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Organismus, und zwar an Vogelerythrocyten gepriift. Auch dies 
zeigten ein ganz ahnliches Verhalten wie die Bakterien. Es zeigte s 
nimlich, daB zugesetzte Dextrose-, Lavulose- und Galaktoselésunve, 
den Sauerstoffverbrauch von (in Fleischscher Lésung suspendierte: 
Ganseerythrocyten steigern. In quantitativer Hinsicht war die Pro 
portion zwischen Konzentration der Nahrung und Verbrennungs 
steigerung nicht so regelmaBig wie in unseren Versuchen an Bakterie: 
Im allgemeinen war aber auch hier die symbate Anderung von Kon 
zentration und QO,-Verbrauch unverkennbar, eine Tatsache, die i: 
zwischen von Wright (5) bestatigt wurde. 


Kine weitere Aufgabe war nun, zu priifen, ob nicht nur einzel|n 
Zellen, sondern ganze Organe, losgelést aus ihrem Verbande, jene §: 
scheinung zeigen, die wir am ganzen Organismus als spezifisch-dyna misc h 
Wirkung beobachten. Bei der Auswahl des zu priifenden Organs suchite: 
wir nach-einem solchen, dessen Zellen fiir eine spezifische Organtatigkeit 
noch wenig differenziert sind. Zur Entscheidung unserer Frage, 
nicht nur die Zelle, sondern auch das Gewebe seinen Stoffwechsel ce: 
zugefiihrten Nahrungsmenge proportional dndert, schien uns dir 
kiinstlich durchstrémte, iiberlebende Lunge besonders geeignet, den: 


ist nach unserem heutigen Wissen eine rein passive?. 


Unsere Anschauungen'’ iiber die Stelle der Lunge im Stoffwechs 
waren in den letzten Jahrzehnten ziemlichen Anderungen unterworfe: 
N Die bekannte Annahme von Bohr und Henriques (6), nach welche 

%. bedeutender Teil der Nahrungsstoffe in der Lunge verbrannt wird, konnt 
weder der Kritik [Zuntz und Hagemann (7), A. Loewy (8), N. Zuntz (9 
A. Bornstein (10)|, noch emer von Henriques (11) selbst unternommene! 
Nachpriifung standhalten, und obschon fiir die Annahme einer besonder 





Rolle der Lunge im Gesamtstoffwechsel nicht die geringste Berechtigung 


vorliegt. kann es nicht zweifglhaft sein, daB die Lunge wie jedes ande: 
Organ ihren eigenen Stoffwechsel hat. Uber das AusmaB dieser Stoffwechs 
vorgange unterrichten uns die Versuche von Evans und Starling (12), : 

denen hervorgeht, dai die Lunge im Mittel pro Gramm und Stunde, | 
einem R.-Q. von etwa 0,94, etwa 1,0 cem O, verbraucht, somit eine Mitt: 
stellung unter den ruhenden Organen einnimmt?. 


In der Lunge haben wir also ein Organ vor uns, in welchem ein 
groBe Anzahl von Zellen ihr ruhiges, von spezifischer Organfunktio 
ungestértes Leben fristen, welches dazu geeignet scheint, die Frag 
zu entscheiden, ob ihre Warmeproduktion bei der Nahrungsaufnahm 


eine Steigerung erfahrt, wie wir es bei dem ganzen Organismus beob- 


achten. Dies zu entscheiden, war der Zweck folgender Untersuchunge1 


1 Vel. G. Liljestrand in Bethes Handb. d. norm. u. pathol. Phys 
2, 228, 1925. 


2 Vel. Barcroft, Ergebn. d. Physiol. 7, 75 








ihre spezifische Organfunktion, die im Dienste der Gasdiffusion stetit, 
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Il. Methodik. 
A. Das Lungenprdparat. 


Die Versuche wurden an der kiimstlich durchstr6mten und ventilierten, 
situ belassenen Lunge von Hunden ausgefiihrt. Die Durchstrémung mit 
lefibriniertem Hundeblut erfolgte mit der Dale-Schusterschen, die kiinst- 
he Atmung mit der Starlingschen Pumpe. Das defibrinierte Blut wurde 
von einem zweiten Hunde geliefert. Die Einzelheiten der Methode, die 
wir im folgenden beschreiben, sind das Resultat von vielen Versuchen. 
Werden sie genau eingehalten, so gelingt es meistens, die Lungen voll- 
kommen 6demfrei zu halten. 


Hunden von 7 bis 10kg Gewicht wird in Morphinbetéubung (0,01 g pro 
Kilogramm) aus der Carotis etwa ' |, Liter Blut entnommen, wahrend der 
Blutentnahme in die Trachea eine T-WNaniile eingebunden und mit der 
kiinstlichen Atmung von CO,-freier Luft (s. spaiter) begonnen. Sehr wichtig 
ist, daB von Anfang an und wahrend des ganzen Versuchs die kiinstliche 
Atmung mit einem maBigen Luftvolumen geschieht, denn die Uberdehnung 
ler Lunge fiihrt sehr leicht zu Lungenédem. In allen Versuchen war die 
Atemfrequenz 16 bis 18 pro Minute. Die Eréffnung des Brustkorbes geschieht 
genau wie beim Starlingschen Herz-Lungenpraéparat. Dann erfolgt das 
Freipréparieren von Aorta und Art. pulmonalis. Beide werden auf Faden 
genommen. Nun wird auf die Pulmonalarterie eine starke Klemme angelegt 
und die Aorta nahe dem Herzen abgebunden. Jetzt wird die rechte Kammer 
dicht beim Austritt der Art. pulmonalis angeschnitten. Es mu verhiitet 
werden, daB das austretende Blut die Lungenoberflache beriihrt. Wenn 
doch etwas Blut auf die Lunge kommt, so mu es sofort sorgfaltig ab- 
getupft werden. Durch die Kammer wird nun eine T-Kaniile mit kurzer 
Olive in die Pulmonalis eingebunden, selbstverstandlich oberhalb der Ver- 
zweigung. Der eine Ast der Kaniile wird nun mit der vorher schon mit 
defibriniertem Hundeblut gefiillten Dale-Schuster-Pumpe verbunden, mit 
Blut gefiillt und in den anderen Ast ein Thermometer luftdicht eingesetzt. 
Danach wird der linke Vorhof angeschnitten und in diesen eine Kaniile 
eingebunden. Das ganze Herz wird nun. mit Ausschlu8 des linken Vorhofs, 
mit einer groBen Klemme, wie sie zur Abklemmung des Magens bei der 
Anfertigung des Paufovschen kleinen Magens verwendet wird, etwa in der 
Héhe der A.-V.-Grenze abgeklemmt.« Es mu sorgfaltig darauf geachtet 
werden, daB das Herz nicht der Lunge aufliegt und sie belastet. 

Nach Liiftung der Klemme an der Art. pulmonalis werden nun aus 
emem zwischen Dale-Pumpe und Pulmonalis eingeschalteten Blutreservoir 
lie LungengefaBe mit defibriniertem Blut ausgewaschen, um CGerinnung 
zu vermeiden. Die Kaniile im linken Vorhof wird nun mit einem T-Rohr 
armiert. Der horizontale Schenkel dieses Rohres leitet das Blut durch 
ein abgeschnittenes und auf zwei dicke durchbohrte Gummistépsel aut- 
gebundenes Condom, durch das es zur Dale-Schuster-Pumpe zuriickkehrt. 
Der vertikale Schenkel des Rohres ist mit einem kleinen Blutreservoir ver- 
hbunden, welches dazu dient, die AbfluBleitung und das Condom zu Beginn 
des Versuchs luftblasenfrei mit: Blut zu fiillen. Die Rolle des Condoms ist, fiir 
Druckausgleich automatisch zu sorgen. Diese Einrichtung verhindert das 
Ansaugen der Vorhofwande an die Kaniilmiindung, was uns im Anfang 
groBe Schwierigkeiten bereitete. Nachdem die .,vendse‘* Seite nun auch 
mit Blut vollkkommen gefiillt ist, wird die Leitung zum Reservoir geschlossen 
ind die Pumpe in Gang gesetzt. Das Wasserbad der Pumpe wurde so 


17* 
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temperiert, da das in die Pulmonalis eintretende Blut eine Temper: 
von 37,5 bis 38,0° C besaf. Das ganze System enthielt etwa 500 cem B 
Das Minutenvolumen blieb wahrend des ganzen Versuchs unverandert 

schwankte in unseren Versuchen zwischen 200 bis 260 cem. 

Nach Beginn der Durchstr6mung muf8 unbedingt 30 Minuten 
wartet werden bis zum Beginn der ersten Versuchsperiode. Nach unse: 
Erfahrungen ist diese Zeit notwendig, aber auch hinreichend, um eine 
vollkommenen Ausgleich des Blutes mit der Lungenluft zu sichern. 


Rk. Be stimmung des Gaswechsels der isolierten Lunge. 


Nachdem der Gaswechsel der Lunge ein so geringer war, daB ws 
durch Blutgasanalysen noch durch Untersuchung der Ausatmungs 
geniigend groBe Ausschlige zu erhalten waren, wurde Kreisatmung « 
gerichtet und nach Ablauf einer gewissen Zeit die im System kreise1 
Luft im Haldaneschen Apparat analysiert. CO,-Spannung und Sauerstoft 
mangel blieb weit hinter jenem zurtick, welcher sonst in der Lungenlut 
angetroffen wird, so daB8 die Zellatmung eine ungestérte war. Als Luft 
reservoir dienten groBe (etwa 5 Liter) Flaschen, die mit dreifach durc! 
bohrten Stopfen luftdicht verschlossen waren. Durch das eine Rohr wurd 
die Luft angesaugt, durch das zweite trat sie von der Starling-Pumy» 
wieder in die Flasche zuriick. Durch das dritte Rohr wurde am Scl 
des Versuchs angeséuertes Wasser in die Flasche gegossen, um aus der 


System Luft fiir die Analyse in das Barcroft-GefiB zu entnehmen. 


Vor dem Versuch muBte sehr darauf geachtet werden, daB das 
schlossene System vollkommen frei von CQ, sei. Zu diesem Zwecke wurde: 
die Flaschen evakuiert (Gehde-Pumpe), dann mit AuBenluft, welche dure! 
KOH-L6sung und Natronkalkflaschen geleitet war, gefiillt und mit Klemme: 
geschlossen. Bevor die beatmete Lunge mit der Flasche verbunden wurd 
atmete das Tier schon mindestens 30 Minuten eine Luft, die durch KOH 
Natronkalk und H,O hindurchgeleitet wurde, und in der Zeit zwische: 
zwei Perioden wurde ebenfalls von der Flasche auf diese Nebenleitung 
umgeschaltet, wobei die Ausatmungsluft natiirlich freien Austritt hatt: 

Die eigentliche Versuchsperiode begann damit, daS in einem gegebene! 
Moment durch Sperren und Liiften der entsprechenden Klemmen dir 
Kreisatmung begann, d.h. die Starling-Pumpe die Luft aus der Flasc! 
durch die Lungen in die Flasche trieb. Jede Versuchsperiode dauerte, fa 
nichts anderes vermerkt, genau 30 Minuten, nach Ablauf dieser Zeit wird: 
auf die friiher beschriebene Nebenleitung umgeschaltet, solange, bis < 
Klasche fiir die nachste Versuchsperiode mit einer zweiten ebenso \ 
bereiteten Flasche umgetauscht wurde. Um aus den Daten der Lutt 
analyse die Warmeproduktion bzw. den O,-Verbrauch der Lunge berechne: 
zu kénnen, muBte noch das gesamte Volumen des geschlossenen Syste 
bestimmt werden. Die Eichung geschah durch Druckmessung bis 
Trachea des Tieres. Das Volumen der Lunge selbst konnte natiirlich 
diese Weise nicht ermittelt werden, da sie dehnbar ist. Um einen Beg: 
zu bekommen iiber das Luftvolumen, welches in der kollabierten Lung 
(sogenannte Minimalluft) enthalten ist, wurde eine besondere Methode « 
gearbeitet, iiber welche in der nachstehenden Mitteilung berichtet wird. Nach«a: 
es sich herausstellte, daf} diese Minimalluft nur etwa 5°, unseres Syste! 
ausmacht, wurde sie bei der Berechnung unserer Versuche nicht 


rucksichtigt. 
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Die Eichung geschah so, da8 das ganze Réhrensystem von der Flasche 

zur Trachealkaniile luftdicht verschlossen mit cinem Hg-Manometer 
verbunden wurde. Aus einer Biirette wurde nun in die Flasche Hg von 
bekanntem Volumen eimgegossen und der Druck abgelesen. Zu jeder 
Kichung wurden dreimal je 50 bis 150 cem Hg in die Flasche gebracht und 
edesmal der Druck abgelesen. Die Berechnung des Volumens geschah auf 
bekannte Weise nach folgender Formel: 


pv (v — v,) (p = Pi), v v 


wo v das Volumen des Systems, 7, das Volumen des eingegossenen Queck- 
silbers, p der herrschende Barometerdruck und p, die Druckzunahme im 
System bedeutet. Das in dieser Weise ermittelte Volumen unseres Systems 
war mit Flasche I: 5530 cem und mit Flasche II: 6100 cem. 


Im folgenden teilen wir das Ergebnis unserer Versuche mit. 


Ill. Versuche. 


Die eben beschriebene Methodik, deren Ausarbeitung viele Monate in 
Anspruch nahm, konnte erst dann als fiir unsere Zwecke brauchbar an 
gesehen werden, wenn einerseits die kiinstlich durchstrémte Lunge 2!/, bis 
3 Stunden keine Zeichen von Odem zeigte. andererseits, wenn die zwei 
nacheinander ausgefiihrten Versuchsperioden ahnliche Werte des O,- 
Verbrauchs und der CO,-Produktion lieferten. In den im folgenden zu be- 
schreibenden 22 Versuchen hatten wir nur zweimal, und zwar in den Ver- 
suchen 12 und 14, leichtes Odem zu verzeichnen. Inwieweit der Gasstoff- 


wechsel der Lungen ein konstanter war, zeigen die Versuche | bis 3. 
Die Ubereinstimmung in den beiden Versuchsperioden ist eine recht 
befriedigende. Die Differenz im O,-Verbrauch lag unter 10° 
Nach diesen Normalversuchen hatten wir mit unseren eigentlichen 
Versuchen begonnen. In diesen wurde nach Ablauf der ersten Versuchs- 
periode der zu priifende Nahrungsstoff dem Blute zugesetzt und gepriift, 
ob eine Anderung im O,-Verbrauch der Lunge erfolgt. 


Die Versuche zerfallen in drei Hauptgruppen. In der ersten wurden 
der Lunge Kohlenhydrate angeboten, in der zweiten Ejiweifhausteine, 
wahrend wir in der dritten Gruppe bestrebt waren, die physiologischen 
Verhaltnisse nachzuahmen, indem wir das Hungerblut, mit welchem die 
Lunge in der ersten Periode durchblutet war, in der zweiten durch das Blut 
von Hunden ersetzten, die 1'/, bis 3 Stunden vor dem Verbluten reichlich 
gefiittert wurden. 


A. Wirkung von Kohlenhydraten auf den O,-Verbrauch der isolierten Lunge. 


Eine Untersuchung von Sluiter (13) an der Katzenlunge fiihrte zu 
dem Ergebnis, daB dem Blute zugesetzte Glykose in der Lunge eine Abnahme 
erfahrt, und zwar um etwa 300 mg pro Stunde. 


Von Cruickshank und Startup! liegt eine vorlaufige Mitteilung vor 
iiber Zuckerverbrauch der Lunge, wobei sie auch den O,-Verbrauch maBen, 
ohne jedoch mengenmaéBige Angaben dariiber zu machen. 


Journ. of Physiol. 70, V, 1930. 
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Versuch 11 
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Roger, Rathery und Binet (14) verglichen den sogenannten freien 
Zucker (,,Sucre libre‘‘) und den an Eiwei8 gebundenen (,,Sucre protei- 
dique*‘) im rechten und linken Herzblut und fanden im linken Herzen die 
Menge des freien Zuckers auf Kosten des gebundenen vermehrt. 

In unseren Versuchen hatte weder Glucose (Kahlbaum) noch Fructose 
(Schering) einen merklichen Effekt auf den O,-Verbrauch der Lunge, wie 
die mitgeteilten Versuche zeigen (s. Versuche 4 und 10). 

Die Méglichkeit lag auf der Hand, dai beide Zuckerarten erst bei 
Anwesenheit von Insulin von der Lunge verwertet werden kénnen. Ein 
Vorversuch, in welchem Insulin (Degewop) allein dem Blute zugesetzt 
wurde, zeigte, daB es eine deutliche Abnahme im O,-Verbrauch bewirkt 
im ¥ ch 9). Die Hauptversuche zeigen, daB eine ma&Bige Dosis Insulin, 
und z\ « 0,4 Einh., auch schon der Dextrose, besonders aber der Lavulose 
zugesetzt, in drei von fiinf Versuchen eine recht nennenswerte Steigerung 
des O,-Verbrauchs herbeifiihrte (s. Versuche 6, 7, 8, 12, 20). Die Halfte 
dieser Menge (0.2 Einh.) erwies sich als unwirksam (s. Versuch 11). Die 
zehnfache Menge (4,0 Einh.) hatte eine starke Hemmung zur Folge (Ver- 
such 5). Dieses Ergebnis erscheint interessant, weil wir schon einem gleich- 
sinnigen Umschlag der Wirkung durch Steigerung der wirksamen Mengen 
beim Diabetikerserum von Hund und Mensch begegneten, als wir die Ver- 
brennungen an Vogelerythrocyten priiften (15). Im iibrigen zeigen unsere 
Versuche Ubereinstimmung mit jenen von Ahlgren (16), der ebenfalls die 
Wirksamkeit des Insulins nur in Gegenwart von Glykose konstatieren 
konnte. 

Auf unsere eingangs gestellte Frage geben diese Versuche in dem 
Sinne Antwort, da sowohl Dextrose als auch Léavulose bei Insulin- 
zusatz den O,-Verbrauch der isolierten Lunge zu steigern vermégen und 
daB diese Steigerung weder vom Insulin, noch vom Zucker allein bewirkt 
wird. Dies spricht dafiir, daB der Zucker, sobald er durch Mithilfe des 
Insulins verwertet wird, eine Steigerung der Verbrennungen auch in der 
isolierten Lunge herbeifiihrt, wie wir es an Einzelligen beobachtet haben. 
Die Steigerung betraigt im Mittel 16°,, liegt also in jenen Grenzen wie 
die spezifisch-dynamische Wirkung des Zuckers am ganzen Hund'. 


B. Wirkung von Glykokoll und Alanin auf den O,-Verbrauch der isolierten 
Lunge. 

Uber das Verhalten der Lunge gegeniiber N-haltiger. Stoffwechsel- 
produkten liegt eine Untersuchung von T'scharny (17) vor, der zu dem 
Ergebnis kommt, da der Lunge eine N-speichernde Funktion zukommt. 
Mulder (18) priifte die Wirkung von Alanin und Glycin am Herzlungen 
préparat und fand eine Zunahme des Schlagvolumens und damit parallel- 
gehend Steigerung des O,-Verbrauchs, die seiner Ansicht nach nur durch 
die Steigerung des Schlagvolumens und nicht durch direkte Glycin- oder 
Alaninwirkung zustande kam. Wir priiften die Wirkung von Glykokoll 


1 


Berechnet man aus dem Sauerstoffmehrverbrauch,. wieviel vom an- 
gebotenen Zucker verbrannt wurde (vorausgesetzt, dali der O, fiir die 
Verbrennung des zugefiihrten Zuckers verwendet wurde), so liegt dieser 
Wert in der gleichen GréBenordnung wie jener, den man nach Verfiitterung 
von Zucker am ganzen Hund erhalt (vgl. Elisabeth Scheffer-Csillag, diese 
Zeitschr. 200, 194, 1928). 
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Sorensen-Kahlbaum) und Alanin (Merck) aut die Verbrennungen in 
ler isolierten Lunge und fanden, dab Gilykokoll, bis zu 10g dem 
Blute zugesetzt (dies entspricht einer Erhéhung des Blut-N-Gehalts um 
etwa 40 mg-",,). vollkkommen unwirksam war, wihrend Alanin die Ver 
ennungen deutlich erhéhte. Die folgenden vier Versuche zeigen diese 
Verhaltnisse. (Siehe Versuch 13, 23, 21, 22.) 
Glykokoll scheint von den Zellen der Lunge iiberhaupt nicht verwertet 
i werden. Beim Alanin hingegen fallt es auf, da die sehr bedeutende 
steigerung im Q,-Verbrauch nicht von einer entsprechenden Erhéhung 
ler CO,-Produktion begleitet wird. Dies weist darauf hin, da’ vielleicht 
lie Verbrennung des Alanins in einem einzigen Organ, wie es die isolierte 
Lunge ist, nicht bis zum Endprodukt erfolgt und zur vollstandigen Ver- 
brennung gewisser Nahrungsstoffe médglicherweise mehrere Organe not 
wendig sind. Jedenfalls sehen wir, daB, wenn man den Gehalt des Blutes 
in Alanin erhéht, der O,-Verbrauch der isolierten Lunge bedeutend zu 
nimmt. Glykokoll hingegen erwies sich als véllig unwirksam, offenbar 
weil es von den Lungenzellen nicht verwertet wird. 


( Wirkung des Blutes qefiitterter Hunde auf den O,-Verbrauch der isolierten 


Lunge. 


Die Frage. welche wir mit diesen Versuchen zu entscheiden suchten, 
war folgende: Wenn wir ein Tier reichlich fiittern, so erfolgt eine Erhéhung 
seiner Warmeproduktion fiir einige Stunden. Ist diese als spezifisch 
lynamische Wirkung bekannte Erscheinung dadurch bedingt, da, wie unsere 
isherigen Versuche vermuten lassen, nicht nur Einzellige, sondern auch 
Gewebe bzw. Organe ihren Stoffverbrauch dem Angebot proportional! 
steigern, so muB das Blut, nach einer Mahizeit entnommen, den O,-Verbrauch 
solierter Organe. die bis dahin mit niichternem Blut durchstrémt waren, 
steigern. 

Die Versuchseinrichtung blieb die gleiche bis auf folgende Anderungen 
Sowohl das Tier, dessen Lunge durchstr6mt wurde, sowie ein zweites, 
dessen Blut zur Durchstr6mung verwendet wurde, hungerten 60 Stunden 
Nach Beendigung der ersten Periode wurde nun das im System kreisende 
Hungerblut mit dem Blut eines dritten Hundes vertauscht, das 1'/, bis 
3Stunden nach einer reichlichen Mahlizeit entnommen wurde. In zwei 
Vorversuchen (s. Versuche 14, 15) priiften wir, wie sich der Stotfwechse! 
der Lunge &andert, wenn in den beiden Perioden das Blut von zwei ve1 
schiedenen Hunden, die aber eide 2! , Tage hungerten, durch die Lunge 
stromt. 

In Versuch 14 sehen wir eine starke Austreibung von (QO,, die in den 
vier Hauptversuchen ebenfalls deutlich in Erscheinung tritt, wodurch es 
zu einer erheblichen Steigerung des R.-Q. kommt. Im Versuch 15 erfolgte 
eine méBige Steigerung des O,-Verbrauchs, welche aber die normale Differenz 
kaum iiberschreitet. 

Bei den Hauptversuchen sehen wir nur in einem eine bedeutende, in 
einem zweiten eine ganz geringe Steigerung des O,-Verbrauchs, wiahrend 
in zwei Versuchen wir sie vermissen. 

Diese UngleichmaSigkeit ist verstandlich, wenn wir die Technik det 
Versuche naher betrachten. Auch bei der Priifung der spezitisch-dynami 


schen Wirkung ist Einsetzen sowie Dauer der Stoffwechselsteigerung 
individuell recht verschieden, und so wei man nicht, ob das Verbluten 
des gefiitterten Tieres gerade im richtigen Moment erfolgte. Nach Aus- 
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272 G. Mansfeld u. Z. Horn: 


tausch des Blutes im Lungenkreislauf muS um vollkommenen Ausgl 0) ‘ 
zwischen Blut und Luft zu sichern wieder mindestens 30 Minuten NKal 
wartet werden, bis mit dem Gaswechselversuch begonnen werden ka: d. ¥ 
So ist es méglich, daB die Steigerung im O,-Verbrauch bereits abgekluny: Pfer 
ist, wenn wir mit dem eigentlichen Versuch beginnen. 8. 2! 
1904 
Besprechung der Versuche. “me 
Unsere Annahme, nach welcher die spezifisch-dynamische Wirkung 10) 4 
der Nahrungsstoffe dadurch bedingt ist, daB auch die Zellen unsere; 96, : 
Organe der angebotenen Nahrungsmenge entsprechend ihren O,-Ve ce 
brauch steigern, wie wir es fiir Einzellige nachweisen konnten, findet Ron: 
ihre Stiitze in den vorliegenden Untersuchungen, welche zeigten, dah di: Phor 
isolierte tiberlebende Lunge in der Tat oft einen erhéhten Stoffwechs: Phy: 
aufweist, wenn ihr brennbares Material in erhéhter Menge zuflieBt. Dir miter 
GesetzmaBigkeit, nach welcher der Stoffverbrauch der Zelle nicht von 17) 
Angebot, sondern vom Bedarf geregelt wird [ P/fliger (19)], 1aBt si 18) . 
also fiir das Gewebe ebensowenig aufrechterhalten wie fiir Einzellig: Pfliy 
Ohne zu glauben, dai durch diese Untersuchungen die verwickelt: 
Frage tiber die spezifisch-dynamische Wirkung der Nahrungsstoffi 
restlos geklirt sei, hoffen wir zu ihrer Erkenntnis beigetragen zu haben 





Zusammenfassung. 


1. Beschreibung einer Methode zur Bestimmung des Gasstoff 
wechsels der isoliert durchstrémten Lunge von Hunden. 

2. Dem Durchstrémungsblut zugesetzte Glucose und Fructos: 
steigerte bei Anwesenheit von Insulin in drei von fiinf Versuchen b« 
deutend den O,-Verbrauch der Lungen, wihrend sowohl die verwendete: 
Zuckerarten wie auch Insulin jedes fiir sich allein véllig unwirksam 
waren. 

3. Von EiweiBbausteinen war Glykokoll unwirksam, wihrend 
Alanin den QO,-Verbrauch wesentlich steigerte. 

4. Das Blut reichlich gefiitterter Hunde fiihrte ebenfalls in einem 
von vier Versuchen zu einer Steigerung des O,-Verbrauchs. 

Die Versuche stehen also nicht im Widerspruch mit der Méglichkeit 
nach welcher die spezifisch-dynamische Wirkung der Nahrungsstoff 
dadurch bedingt ist, daB auch die Zellen und Gewebe des hohere: 
Organismus der angebotenen Nahrung entsprechend ihren O,-Verbrauc! 
steigern, wie wir es fiir Einzellige gefunden haben. 


Literatur. 
1) G. Mansfeld u. Z. Horn, diese Zeitschr. 209, 34, 1929. 2) A.Gig: 
Skand. Arch. f. Physiol. 21, 351, 1909. — 3) I. E. Johansson, ebendaselbst 
21, 1, 1909. — 4) Z. Horn u. G. Onody, diese Zeitschr. 226, 286, 1930. 


5) G. Payling Wright, Journ. of gener. Physiol. 14, Nr. 2, 179, 1930. 
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Skand. Arch. f. Physiol. 22, 221, 1909; derselbe, Nagels Handb. d. Physiol. 
d. Menschen 1, 54ff., 1909. — 7) Zuntz u. Hagemann, Stoffwechsel des 
Pferdes, Berlin 1898 (Ergaénzungsband 3 zu den Landwirtsch. Jahrb. 1898, 
S. 28, zitiert nach Bohr aus Nagels Handb. d. Physiol. d. Menschen 1, 190, 
1909. — 8) A. Loewy, Berl. klin. Wochenschr. 51, 2347, 1910; Oppenheimers 
Handb. d. Biochem. d. Menschen u. d. Tiere 4, (1), 92, 1911; Ergainzungsband 
1913, S. 209. 9) N. Zuntz, Zeitschr. f. klin. Med. 74, 347, 1912. 

10) A. Bornstein, Fortschr. d. Med. 1912. — 11) V. Henriques, diese Zeitschr. 
56, 230, 1913; 71, 481, 1915. 12) C. L. Evans u. E. H. Starling, Journ. 
of Physiol. 46, 413, 1913. — 13) E. Slwiter, Beitrag zur Kenntnis der Zucker- 
zersetzung in der Lunge. Dissertation, Amsterdam 1923, 8. 72, zitiert nach 
Ronas Ber. ii. d. ges. Physiol. 25, 215, 1924; Arch. néerland. de physiol. de 
homme et des anim. 9, H. 4, 461, 1924, zitiert nach Ronas Ber. ii. d. ges. 
Physiol. 30, 269, 1925. 14) H. Roger, F. Rathery u. L. Binet, C.r. des séances 
de la soe. de biol. 90, Nr. 16, 1228, 1924. — 15) Z. Horn, diese Zeitschr. 226, 313, 
1930. — 16) G@. Ahlgren, Skand. Arch. f. Physiol. 47 (Supplement), 1, 1925. 
17) A. Tscharny u. S. Krassowitzkaja, diese Zeitschr. 188, 372 u. 378, 1927. 
18) A.G. Mulder, Amer. Journ. Physiol. 98, 675, 1930. 19) BE. Pfliiger, 
Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 77, 425, 1899. 
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Eine Methode 
zur Bestimmung der Minimalluft der Lunge. 


Von 


(i. Mansfeld und Irene Scheff-Pfeifer. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Pécs.) 


(Hingegangen am 22. Mdrz 1931.) 


Es ist bekannt, daB die Lunge, sobald sie auch nur ei 
einziges Mal geatmet hat, eine gewisse Menge Luft enthalt 
welche selbst nach maximaler Exspiration, ja nach Eréffnung des 
Thoraxes in der kollabierten Lunge zuriickbleibt und auch ge. 
waltsam aus der Lunge nicht zu entfernen ist, denn beim An- 
saugen der Lunge versperren die kollabierten Bronchien der A 
veolarluft die Wege, beim Pressen der Lunge setzen aber die 
elastischen Fasern dem Zusammenfallen der Alveolarwande eine: 
Widerstand entgegen. Diese in der kollabierten Lunge verbleiben« 
Luftmenge ist die sogenannte Minimalluft der Lunge (Hermann 
und die gerichtsirztliche Bedeutung ihrer Anwesenheit oder ihres 


Fehlens ist allgemein bekannt. Uber die Menge dieser Minimal- 
luft bei Hunden stehen uns keine brauchbaren Angaben zur Ver- 
fiigung. (Vgl. Lehmann: Pfliigers Arch. 33, 192, 1884.) In der 
vorstehenden Arbeit standen wir aber vor der Aufgabe, den Gas. 
wechsel der ‘isolierten Lunge von Hunden zu bestimmen, und fiir di: 
Berechnung der Ergebnisse war es notwendig, diesen unbekannt: 
Faktor unseres Systems zu kennen, sonst hatten wir auf di 
dort beschriebene Methode, die manche Vorteile bietet, verziclhte 
miissen. 


Das Prinzip der von uns im folgenden zu beschreibenden Method 
ist, daB man die kollabierte Lunge hintereinander mit zwei Gase! 
von sehr verschiedenem spezifischem Gewicht kiinstlich beatmet 
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276 G. Mansfeld u. I. Scheff-Pfeifer: 


bzw. vollstandig fiillt und aus der Gewichtsdifferenz der Gase 
Volumen berechnet. Hy 


Im Einzelnen wird folgendermaBen vorgegangen: 


An besonderen Apparaten braucht man nur eine sogenannte Stoft W 
wechselwaage mit einer Empfindlichkeit von 1 eg bei Belastung mit 2 his ie 
3kg, einen Apparat zur kiinstlichen Atmung und zwei Douglas-Sack Lu 
oder Gasometer zur Aufnahme der Gase. Die Lungen werden bei <: Del 
durchtrennten Trachea erfaBt und in iiblicher Weise aus dem eréffnet; sch 
Brustkorb herausgenommen, in eine weithalsige Flasche derart aut \l 
gehangt, daB die Trachea auf den vertikalen Schenkel eines T-Rohres wil 
aufgebunden wird, welches durch den Stopfen der Flasche fiihrt. |) ge} 
einer zweiten Bohrung des Stopfens steckt ein zweites, ahnliches T-Roly 
Der Stopfen wird luftdicht in die Flasche eingesetzt. Die  beide) 
freien Schenkel des zweiten T-Rohres werden mit der Starling-Pumy» 
verbunden. Wird aus der Flasche durch die Pumpe Luft angesaugt 
so strémt durch die Trachealkaniile Luft in die Lunge ein; wird dix 
gleiche Menge Zimmerluft in die Flasche gedriickt, so erfolgt die Aus 
atmung. An allen vier auBerhalb der Flasche endenden Schenkeln der 
T-Roéhre sind kurze, mit Klemmen gut verschlieBbare Gummirohir 
verbindungen festgebunden. Ist die Flasche mit der in ihr hera! 
hangenden Lunge durch die vier Klemmen fest geschlossen, so wird 
sie genau gewogen. In unseren Vorversuchen hatten wir, um die Brauc! 
barkeit der Methode zu priifen, die Lunge langere Zeit mit Luft |» 
atmet und alle Viertelstunden gewogen. Es zeigte sich eine dauern« 
durch Wasserverdunstung bedingte Gewichtsabnahme. Dies konnte da 
durch ausgeschlossen werden, da8 wir zwischen Starling-Pumpe w 
Flasche, sowie zwischen Einatmungsgas und Lunge mit Wasser gefiillt: 
Waschflaschen einschalteten. Auf diese Weise wurde das ganze Systen 
mit Wasserdampf gesaéttigt und eine Wasserverdunstung verhiitet. Di 
so ausgefiihrte Beatmung mit Luft ergab Stunden hindurch Gewiclits 
konstanz. Zu den Hauptversuchen haben wir Wasserstoff und Kohle: 
siure verwendet. 


Nach der ersten Wagung wird nun die Lunge mit Wasserstof! 
gefiillt. Zu diesem Zwecke wird die Trachealkaniile durch Einatmungs 
ventil und Waschflasche mit dem Wasserstoffreservoir (Douglas-Sack 
verbunden und mit der Atmung begonnen. Die H-Atmung mui s 
lange fortgesetzt werden, bis Gewichtskonstanz eingetreten ist, d.h. zw: 
hintereinander durchgefiihrte Wagungen, vor welchen jedesmal 5 Minute: 
lang Wasserstoff geatmet wird, bis auf 0,01 g iibereinstimmen.  Dazu 
sind etwa 60 bis 100 Liter H notwendig. Nun wird die gleiche 
zedur wiederholt, wobei die Lunge bis zur Gewichtskonstanz mit (0, 
gefiillt wird. Die ganze Bestimmung nimmt etwa 2 Stunden in A: 
spruch. Die Berechnung des Lungenvolumens bzw. der Minimalluit 
reduziert auf 0°C und 760 mm Hg, erfolgt nach folgender Formel: 


22.412. G 
41,984 ’ 


worin 22,412 das Molekularvolumen der Gase bei 0° C und 760 mm Hg 
41,984 die Differenz zwischen dem Molekulargewicht der CO, (44) und ces 
H, (2,016) ist und G die Differenz des Gewichtes zwischen H und (0, 
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Bestimmung der Minimalluft der Lunge. Zh 


FASE erfillter Lunge bedeutet. In der beschriebenen Weise haben wir an zwdélf 
Hunden die Minimalluft der Lungen bestimmt. Das Ergebnis ist in der 
labelle 1 zusammengestellt. 

Auf Gewichtseinheit (100 g¢) der Lunge berechnet, schwankten die 
te Stoff Werte zwischen 190 und 370 cem. bei zehn Hunden von zwolf lagen sie 
mit 2 his zwischen 224 bis 327 cem, im Mittel betragt also die Minimalluft pro 100 g 
as-Sicl Lunge 270 cem. Zu diesen Versuchen wurden Hunde ohne jegliche Auswah! 

bei d benutzt. Die groBen Schwankungen sind wohl zum Teil durch die ver 

rafinete: schiedene Elastizitat der Lungen bedingt. Inwieweit andere Faktoren 
eet anf \lter, Rasse, Lebensweise, vielleicht pathologische Prozesse oder (Gift- 

EE Tne wirkungen) dabei eine Rolle spielen, kénnte eventuell durch diese Methode 

hrt. I gepruft werden. 
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Uber die Wirkung 
der Monojodessigsiure auf den Zellstoffwechsel. 


Von 


Hans Adolf Krebs, Altona (Elbe). 


Eingeqangen am 22. Mdrz 1931. 
get g } 


Wie EL. Lundsgaard' gefunden hat, hebt Monojodessigsiure cic 
Milchséuregarung tierischer Zellen auf. Die Atmung der Zellen wird 
nach Lundsgaard durch diejenigen Konzentrationen, die die Garung 
hemmen, unter geeigneten Bedingungen nicht beeinfluBt. In Zellen, 
die gleichzeitig atmen und garen, wie Carcinomzellen, kann man daher 
durch Monojodessigsiure Atmung von Garung trennen. 

Eine genauere Untersuchung der Monojodessigséurewirkung auf 
den Zellstoffwechsel, iiber die ich in dieser Arbeit berichte, fiihrte zu 
neuen Ergebnissen, die fiir die Frage der Zusammenhange zwischen 
Atmung und Garung von allgemeiner Bedeutung sind. Es zeigte sic! 
nimlich, daB mit Monojodessigsiure vergiftete, nicht mehr garfahig 
Zellen nur in Gegenwart von Milchsaéure atmen, nicht aber bei Abwesen- 
heit von Milchséure. Suspendiert man graue Hirnsubstanz, Hoden 
geweben oder Rattensarkom in glucosehaltiger Ringerlésung und fiigt 
man n/3000 Monojodessigsaéure hinzu, so héren Garung und Atmung au! 
Setzt man aber zur Lésung Lactat hinzu, so erscheint die Atmung 

Verstandlich wird diese Tatsache, wenn man annimmt, da in 
Hirn- oder Hodenzellen derselbe Kreislauf der Milchséure besteht, de: 
Meyerhof? im Muskel gefunden hat. In einer ersten anaeroben Pha» 
des Stoffwechsels wird Kohlenhydrat zu Milchsaéure gespalten, in eine: 
zweiten aeroben Phase wird die Milchsiure, vorwiegend durch Resyn 
these, zum Verschwinden gebracht. Hemmt man die erste Phase, die a1 
aerobe Milchsaurebildung, so unterbricht man den Kreislauf und bringt 
den Stoffwechsel zum Stillstand. Die zweite Phase, die Atmung. 


! Diese Zeitschr. 220, 1 und 8, 1930; 227, 51, 1930. 
2 Meyerho/, Die chemischen Vorgaénge im Muskel. Berlin 1930. 
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ort auf. Ersetzt man die erste Phase der anaeroben Milchsaéurebildung 
lurch kiinstlichen Zusatz von Lactat, so erscheint die Atmung wieder 

Priift man eine Konsequenz dieser Annahme, indem man die 
\Monojodessigsaurekonzentrationen vergleicht, die zur Hemmung der 
Girung und zur Hemmung der Atmung in glucosehaltiger Lésung 
nétig sind, so findet man der Theorie entsprechend eine Uberein- 
stimmung beider Konzentrationen. In gleichem MaBe, in dem die 
inaerobe Milchsdéurebildung durch Monojodessigsiure gehemmt wird, 
sinkt auch die Atmung. 

Ahnliche Versuche wie mit Monojodessigsiure kann man nach 
Holmes und Ashford! mit Fluorid anstellen. Fluorid hemmt wie Mono- 
jodessigsaure die Garung. Die Atmung wird durch Fluorid in glucose- 
haltiger Lésung, nicht aber in lactathaltiger Lésung aufgehoben ?. 

Diese Versuche stiitzen die friiher* geiuBerte Auffassung, dab 
lerselbe Kreislauf der Milchséure, der im Muskel besteht, auch in 
inderen Geweben vorhanden ist. 


I. Methodisches. 


Atmung und Gérung wurden manometrisch nach Warburg bei 37,5" 


gemessen. Suspensionsfliissigkeit war Ringerlésung. Ringerlésung fiir 
anaerobe Versuche enthielt im Liter 2,5 .10-% Mole Bicarbonat und 0,2‘ 
(ucose. Ringerlésung fiir aerobe Versuche enthielt m/100 Phosphat- 


puffer von px 7,4. Der Gasraum der VersuchsgefaBe enthielt in anaeroben 
Versuchen 5°, Kohlensaéure in Argon, in aeroben Versuchen technischen 
Sauerstoff. Die GefaBe zur Atmungsmessung wurden in einem Anhang 
oder Einsatz mit 8°,iger Natronlauge (0,2 cem) beschickt. 

Monojodessigséure wurde nach Lundsgaard von Levens Kemiske 
Fabrik, Kopenhagen, bezogen und fiir die Versuche mit Natronlauge neutra- 
lisiert. Lactat wurde durch Neutralisieren von d, 1-Milchséure mit Natron- 
lauge hergestellt. 

Die hemmenden Wirkungen der Monojodessigsiure auf den Zell- 
stoffwechsel nehmen bei kleinen Monojodessigséurekonzentrationen mit 
ler Zeit zu langsam zu. Bei Angaben iiber die Hemmung ist daher die 
Zeit der Einwirkung zu beriicksichtigen. Unsere Messungen begannen 
nach einer Ausgleichszeit von 20 Minuten und dauerten meistens 40 Minuten. 


Il. Wirkung auf die Girung, 

In der folgenden Tabelle sind Versuche tiber die Wirkung der 
Monojodessigsiure auf die Milchséuregirung des Jensenschen Ratten- 
sarkoms, des Rattenhodens und des Rattengehirns zusammengestellt. 

Schon 3 . 10~* mol. Monojodessigsiure bewirkt groBe Hemmungen 
der Garung, 3.107-4mol. hemmt iiber 90°, 3.107% mol. hemmt 


1 E.G. Holmes u. C. A. Ashford, Biochem. Journ. 24, 1119, 1930. 

2 Siehe hierzu auch F’. Dickens u. F. Simer, Biochem. Journ. 24. 1301, 
1930; ferner F. Lipmann, diese Zeitschr. 196, 3, 1928. 

3 O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, 8. 123. 
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Tabelle I. 


Hemmung der Gaérung durch Monojodessigséure. 





Anaerobe Girung | Q\? | 
Konzentration der Monojod- . 
GUIS «6 8 0 0 6 6 6 6 Oe 0 3.10-5 mol 3.10-4 mol 3.10 


a) Jensens Rattensarkom : 


Erste 20 Min. + 28,2 + 6,6 +2 ~ 0 
Zweite 20 + 26, +45 + 2 ~ 
b) Ratten-Hoden : 
Erste 20Min. ..... + 123 + 83 +16 ~ () 
Zweite 20 , Cre: + 11,3 + 5,7 0 ~ 0) 
¢c) Ratten-Gehirn 
(graue Rinde): 
Evste Demme. «ss. s + 18,0 — + 1,5 


praktisch vollstandig. Ahnliche Zahlen fand auch Lundsgaard.  \n 
Gegenwart (0,2°,) und in Abwesenheit von d, ]-Lactat war die Garungs 
hemmung durch Monojodessigsaure gleich. 


Ill. Wirkung auf die Atmung. 

In den folgenden Tabellen sind Versuche tiber die Wirkung de: 
Monojodessigséure auf die Atmung zusammengestellt. 

Die Wirkung der Monojodessigséure auf die Atmung hangt nach 
den Tabellen I] bis IV von der Anwesenheit von Milchsaure ab. Fehilt 
in der Lésung Milchsdéure, so wird die Atmung gehemmt, und zwa: 
sind die atmungshemmenden Konzentrationen der Monojodessigsaure, 
wie der Vergleich der Tabellen II bis IV mit Tahelle I lehrt, dieselben 
wie die garungshemmenden Konzentrationen. Lactat hebt die Atmungs- 
hemmung — nicht aber, wie erwahnt, die Garungshemmung -- auf 


Tabelle II. 
Hemmung der Atmung durch Monojodessigséure. Graue Hirnrinde der 





Ratte. 
Konzentration der Monojodessigsiure 0 0 5. 10-*mol. | 5. 10-4n 
anmrtuetbes <asecnnalicaiales || Glucose | dy ILactat | Glucose a, I-Lact 
Atmung [Yo,] | Erste 30 Min. ies 14,3 - 13,9 — 20 ve 14.0 
21 | Zweite 30, 13,4 12,3 ~ 0 95 


Tabelle ITT. 
Hemmung der Atmung durch Monojodessigséure. Rattensarkom. 





Konzentration der Monojodessigsdure 0 0 3.10-4mol. 3.10-4n 
wi . re ee es, Sa! {ii 0,2 % 0,2 9/5 0,2 %/ 0,2 
Zusatz zur Ringerlésung : \ Glucose d, I-Lactat Glucose d, }-La 
{ Erste 20 Min. — 88 — 11,0 —28 — 82 
Atmung [@,] | Zweite20 ,  —88 10 | —22 | —55 
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Tabelle 1V. 

Hemmung der Atmung durch Monojodessigséure. Rattenhoden. 
Konzentration der | “i 4 , ‘ . . : 
Monojodessigséure — | 0 0 3.10-4 mol. 3.10-4 mol. | 3.10-% mol. |3 .10-3 mol. 

satz zur Ringer- | 0,2); 0,2 Jo 0,2 Jo 0,2 %/o 0,2 %/9 0,2 %/9 
lésung | Glucose’ _ Lactat Glucose Lactat Glucose Lactat 
Atmung | Yo, |: 
Erste 20 Min. 10,3 —11,4 4,5 — 125 ~ 0 10.3 
Zweite 20 —10,2 —11,4 — 2,7 11,2 ~ 0 7,2 


Die Aufhebung der Hemmung ist bei kurzen Versuchszeiten vollstandig. 
Bei langeren Versuchszeiten sinkt mit Monojodessigsiure auch in 


lactathaltiger Lésung die 


Atmung ab, vermutlich, weil die Zellen infolge 


der Gérungshemmung allmahlich zugrunde gehen. 


Die Atmung von Gehirnzellen und wachsenden Zellen, die mit 


Monojodessigsdure vergiftet sind, verhilt sich also gegen Milchsaure- 


zusatz ebenso wie die Atmung von ruhender Muskulatur. 
Fallen steigt die Atmung nach Milchséurezusatz an. 


In beiden 
Auf nicht ver- 


giftete Hirn- oder wachsende Zellen wirkt Milchséurezusatz nicht oder 


nur wenig. 
und wachsende Zellen — 


Zur Erklarung dieses Verhaltens nehme ich an, daB Hirn- 


im Gegensatz zum ruhenden Muskel — infolge 


ihrer groBen Eigengaérung mit Milchsaure schon gesattigt sind. 


Es sei noch erwaéhnt, 


daB im Gegensatz zum Lactat Tartrat, Citrat, 


6-Oxybutyrat und Glykokoll ohne Einflu8 auf die Wirkung der Monojod- 


essigsaure sind. 


Als Beispiel fiir die 


ein volilstandiges Versuchsprotokoll (Versuch mit 


Brenztraubensaure wirkt dagegen éhnlich wie Milchsaure. 


IV. Protokolle. 
experimentellen Einzelheiten ist im folgenden 
tattenhoden) wieder- 





gegeben. 
1. Gaérungshemmung durch Monojodessigséure. In jedem GefiB 
3,0 cem Ringerlésung mit 2,5.10-% mol. Bicarbonat und 0,2°, Glucose. 
Gas: 5°, CO, in Argon. 
Gefiinummer . 1 2 3 4 
Up 3.0 3,1 3,1 3,1 
Ue 4,87 4,96 4,83 4,77 
Monojodessigsiure 0 3.10-5 mol. 3.10-4 mol 3.10-3 mol. 
k ’ ES ee 0,591 0,603 0,592 0,587 
mg Gewebe (trocken). . 5,30 3,50 1.69 8.35 
Druckanderungen: 
Erste 20 Min. + 37 + 16,0 L 1.5 0 
Zweite 20 + 34 + 11 0 0 
gre | Erste 20 Min. 12,3 + 83 + 1,6 0 
tM | Zweite 20 + 11,3 L 57 0 0 
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2. Atmungshemmung durch Monojodessigsaure. 


Gas: technischer Og. 


Kastchen- und keg: 
férmige GefaBe mit Anhang; im Hauptraum je 3,0 ccm Ringerlésung n 
m/ 100 Phosphatpuffer von py 7,4, im Anhang je 0,2 cem 8°,ige Natronlaug: 





GefaBnummer 1 2 3 

Up eo a a as 3,2 3,2 3.3 
Vo. 7,93 14,72 8,06 
A ae ; 0,708 1,305 0,717 

2 

mg Gewebe .... 10,05 8,44 7,42 
Monojodessigsiéure . 0 0 3. 10-4 mol. 
ee ee 6,2 © 0,2 0,2 ° 


Glucose d, i-Lact Glueose 


Druckanderungen: 


Erste 20 Min. — 49 24,5 15,5 

Zweite 20 48.5 245 -—- 95 
Yo,’ 

Erste 20 Min. 10,3 11,4 45 

Zweite 20 10.2 — 11.4 — 27 


3 


. 10-4 


0,2 P 
Lactat 


101. 3.10-3 mol. 3. 


0.20 
Glucose 


5 0 
5 0 
5 () 
9 0 
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1% Lber den Eisengehalt von Leber und Milz verschiedener 
Tierarten in der Norm und unter Luftverdiinnung. 


7 Von 
A. Loewy (Davos) und Georg Cronheim (Berlin). 


16.5 {us dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
11.5 Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 26, Marz 1921.) 


Gelegentlich der zahlreichen Sektionen von unter Luftverdiinnung 
gehaltenen Tieren, die zu verschiedenen Zwecken im hiesigen Institut 
vorgenommen wurden, fiel uns die haufig beobachtete auBerordentliche 
GréBe der Milz auf. Wir gingen deshalb dieser Erscheinung systematisch 
nach, und zwar in der Weise, daB wir bei zahlreichen Tieren verschiedenet 
\rten: bei Meerschweinchen, Kaninchen, Ratten und Mausen Gewichts- 
bestimmungen der Milz und zu gleicher Zeit auch der Leber machten, 
vergleichend bei unter Luftverdiinnung gewesenen und bei normalen 
lieren. Die gefundenen Organgewichte wurden mit den Kérpergewichten 
in Beziehung gesetzt. Zugleich stellten wir den Hisengehalt der Milz 
ind der Leber, in nicht wenigen Fallen auch im Blute, fest. Da diese 
Untersuchungen eine Reihe von Eigentiimlichkeiten ergeben haben, 
méchten wir kurz dariiber berichten. 

Auf die Einzelheiten der Versuche brauchen wir nicht einzugehen, 
da alle aus den Tabellen ersichtlich sind. Fiir die Gewichtsverhiltnisse 
sowie fiir die chemische Zusammensetzung der Organe kommen die 
Tabellen I bis IV in Betracht. Bemerken wollen wir nur, daB die Luft- 
verdiinnungen in einem groBen eisernen Kastenapparat vorgenommen 
wurden, in dem ein dauernder Luftwechsel bei dem gewiinschten und 
genau einstellbaren Barometerdruck vor sich ging. Hinweisen méchten 
wir weiter darauf, daB bei vier Meerschweinchen, vier Ratten und einem 
Kaninchen die Untersuchung der Tiere nicht sogleich am, SchluB des 
Aufenthalts unter Verdiinnung stattfand, sondern erst, als sie 1 bis 
4Tage wieder unter dem Davoser Atmospharendruck gelebt hatten. 
Diese Anordnung geschah aus mehreren mit den vorliegenden Unter- 


suchungen nicht in Beziehung stehenden Griinden. 








A. Loewy u. G. Cronheim: 








16. 


17. 
18. 


19. 


Tierart 


. Bemerkungen 


Tag. 
Tier Nr. 


. Dauer der V erdann. in Std. 
. Zeit nach der Verdiinnung 


in Std. 


. Mittlerer Versuchsdruck 


in mm Hg absolut 


. Korpergew. a. Anfang in g 
. Korpergewicht nach der 


Verdiinnung in g. 


. Korpergew. am Ende in g 
. Gewichtsabnahme in der 


Verdiinnung in des 


Anfangsgewichts 


° 
/O0 


‘ Gewichtsabn. in je 24 Std. 


in % des Anfangsgewichts 


3. Gewicht der Milz in g. 


Trockensubst. d. Milz in g 


5. Gewicht der Milz in % des 


Anfangsgewichts abe 
Gewicht der Milz in % des 
Endgewichts . . 
Wassergehalt d. Milz i in % 
Eisengehalt der Trocken- 
milz in % ; 

Gesamteisen d. Milz i in mg 


20. mg Eisen der Milz auf 


. Gewicht der Leber in % 


. Gewicht der Leber in % 


100 g Kérpergewicht 


. Gewicht der Leber in g 
. Trockensubst. d. Leber in g 


oO 


des Anfangsgewichts 
Oo 


des Endgewichts . 


. Wassergeh. d. Leber in % 


26. Eisengehalt der Trocken- 


31. 


32. 


leber in % 


. Gesamteisen der Leber 


in mg. 


. mg Eisen der Leber auf 


100g Kérpergewicht 


. Gesamteisen von Milz 


+ Leber . 


. Gesamteisen von Milz 


+ Leber auf 100 g Kérper- 
gewicht 

Prozentuale Zanahme des 
Gewichtsanteils der Leber 
am Korpergewicht 
Prozentuale Zunahme des 
Gewichtsanteils der Milz 
am Kérpergewicht 


Meerschweinchen 








Gestorben 
Verwest 


Gestor! 


22. VIII. 22. VIII. | 22. VII. = (21. VII 23. VI » V 
21 22 23 24 25 2 
96 96 96 70? 96 gy 

- = = 18 7 
300 300 300 300 300 30! 
410 470 260 230 300 51 
270 328 195 170 219 38 
. — - 217 42 
34,2 30,2 25,0 26,1 26.9 24, 
8,6 7,6 6,2 8,9 6,8 6,2 
0,23 0,82 0,24 0,20 0.20 0,¢ 
0,054 0,18 0,049 0,035 0.040 0,1 
0,056 0,174 0,085 0,078 0.067 0,1 
0,085 0,249 0123 0,126 0,092 02 
76,5 78,0 79,4 82.6 79,8 17,1 
0.140 0,077 0,068 0.040 0.123 0,1 
0,075 0,139 0,030 0,013 0.053 0,2 
0,028 0,042 0,015 0.008 0.024 0,( 
15,2 18,5 8,1 8.1 9.1 15,2 
4,52 6,33 2.36 one 244 4 
3,7 3,9 3,1 3.5 3.0 3,¢ 
5,6 5,6 41 4,8 4,2 _3f 
70,3 65,8 70,8 — 73.2 10,2 
0,028 | 0,050 0,042 | 0,066 0.026 0. 
1,26 8,16 0,99 | 0.63 1.7 
0,47 0,96 0,51 | 0,29 0,4 
134 | 330 | 1,02 | 0,68 2, 
050 1,00 0,52 | 0,31 0,4 
| 
51,3 46,2 35,5 | 872 40.0 20,( 
51,8 43,6 329 | 359 37,3 20, 
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Eisengehalt von Leber u. 





Meerschweinchen 





; ‘ Starben nach 
Milzexstirpation i 


te Thvreoidektomie 
3. V » VIE. = 30. VII.» 80. VII. | 18. VII. | 18. VIII 18. VIII 2%. VIL 26. VII 
25 26 34 35 29 30 31 32 33 
96 96 ~ - ou 
18 72 
300 300 — — _ om va 
3 yi) 510 _ —— 
919 383 _ _— - 
217 424 575 460 220 340 190 268 256 
65.9 24,9 - —— 
HS 6.2 == . < — 
0.20 0,87 0,43 0,47 0,15 0,50 0.13 0,20 0,33 
0.040 0,13 0,097 0,11 0,037 0,11 0,029 0,034 0,073 
0.067 0,170 - — — - 
0,092 0,205 0,075 0,102 0,068 0,147 0,068 0,075 0,129 
98 77.1 77,4 76,9 75,2 77,3 77,8 82,8 77,8 
0,123 0,140 0,121 0,144 0,225 0,123 0,182 0.231 0.185 
0.053 0,279 0,109 0,156 0.085 0.140 0,051 0.079 0.137 
0.024 0,066 0,019 0.034 0,039 0,041 0,027 0,029 0.054 
9,1 15,2 27,2 21,4 — —_ ay 
2.44 4,53 8,62 7,15 -- a _ rs 
3.0 3.0 on 
42 3,6 4,7 4,7 - 
39 70,2 68.3 66.6 ~ a 7 
0.026 0,039 0,033 0,036 _ ‘ 
0,63 1,74 2.85 2,58 a 
0,29 0,41 0,50 0,56 
0,68 2,02 2,96 2,74 — . ven 
0,31 0,48 0,52 0,60 _ = 
10.0 20,0 - . _ és ss 
57,3 20,5 . - — ~ _ 
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. Gewicht der Milz in 


. Eisengehalt der Milz in % 


. Gewicht 


. Wassergehalt der 


Tierart . 


. Bemerkungen 


Tag 


. Tier Nr. , ei ti 
. Dauer der Verdiinnung in Std. 


. Zeit nach der Verdiinnung 


in Std. ee eS 
Mittlerer Versuchsdruck in 


mm Hg abs. . 


. Gewicht des Tieres in g am 


Anfang . 


. Gewicht des Tieres in g am 


Ende . ieee Ln Y 
Gewicht der Milz in ¢ 
Trockensubstanz der Milz 
in ¢ 

0 


> des 


Korpergewichts 


. Wassergehalt der Milz in % 


oO 


der Trockensubstanz 


. Gesamteisen der Milz in mg 


. mg Eisen der Milz auf 100 ¢ 


Korpergewicht. 


. Gewicht der Leber in g 


. Trockensubstanz der Leber 


in g Digi 
der Leber in °% 
des Korpergewichts ; 
Leber 
6 SEE erie esas 
Kisengehalt der Trockenleber 


in %. 


. Gesamteisen der Leber in mg 


3. mg Eisen der Leber auf 100 g 


Korpergewicht 


. Gesamteisen von Milz + Leber 


in ng 


. mg Eisen von Milz + Leber 


auf 100 g¢ Koérpergewicht 


Kaninchen 








19. VIII. 
2 
72 
24 
800 
2380 


2070 
1,15 


0,28 


0,056 


75,4 


(0,226 


0,638 


0.0398 
bv 


18.3 
2,9 
69.5 


0.059 
10.80 


0,52 
11,44 


0,55 


Gestorben 


18. VIII. 


3 


72 


300 


2900 


2560 
0.80 


0,17 


0,031 
78.7 


0.095 
0,161 


0,0063 


120 


29,7 


0,048 
14,25 


0,56 


14,41 


0,56 


Gestorben 


18. VIII. b. 


4 1 
72 ‘ 


300 
1220 


950 
0,55 


75,1 16,1 


0,069 0,¢ 
6,02 


0,63 
6,24 ee 


0,66 
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Kaninchen 
a Gestorb Milzexstirpation 
| 6. V. 9. V. 12. V 2. VIII. 12. IX. 12. IX. iS. Th. | 3 EX. 
10 11 12 1 17 18 19 20 
48 ati 
3730 1460 1460 1250 1700 1520 
_— 0,97 0,66 1,13 0,88 
—_ — 0,19 0,14 0,25 0,19 
0,066 0,053 0,067 0,058 
80,5 78,8 77.6 77.9 
0,091 0,168 0,119 0,111 
— 0,171 0,238 0,301 0,215 
4 2 0.0117 0,0190 0,0177 0,0141 
143 72,0 
45,0 18,0 
3.8 4,9 
\ 
76,1 74,2 68,5 75,0 
) 0,017 0,017 0,023 0,015 
10,35 2,7 
0,28 0,18 
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I. 


0,116 


Es sollen zuerst die Gewichtsverhdltnisse der untersuchten Organe, 
Leber und Milz, betrachtet werden. 


VO 
0,191 
i 


= Bei den Meerschweinchen ergibt sich aus der Tabelle I, daB 
las Gewicht der Leber wahrend der Luftverdiinnung abge- 


25 Si nommen hat, aber nicht entsprechend der Abnahme des K6rper- 
= gewichts. Denn fiir den prozentualen Anteil der Leber der Normal- 
.o  fitiere am Gesamtkérpergewicht berechnet sich aus den Einzelwerten 
= = Bein Mittel von 4,7%, bei den unter Luftverdiinnung gehal- 
_-  [tenen betragt es, bezogen auf das Kérpergewicht vor der Ver- 
_— _ @§diinnung 3,49°%, aber auf das Endgewicht der Tiere nach der Ver- 
Se = §dinnung 4,9%. 
Dies wiirde wohl noch klarer hervortreten, wenn man die in der 
Tabelle verzeichneten Zahlen des Lebergewichtes fiir die Tiere Nr. 25 
2 . §bis 28 auf das Koérpergewicht unmittelbar nach der Verdiinnung be- 
72 © firiehen kénnte, und nicht, wie allein méglich, unter Einbeziehung der 
Erholungstage. 

Bei der Milz liegen die Verhialtnisse anders. Es ist bei 
>> = §ilr zwar schwieriger, etwas zahlenmaBig ganz Sicheres zu sagen, 
== = Gweil die Milzgewichte schon bei den Normaltieren nicht unbe- 

trachtlich schwanken. Da aber das vorliegende Material verhaltnis- 

miBig groB ist, ist es wohl angingig, jeweils die Mittelwerte zu 
ei £ Gbetrachten. Man kommt dann zu dem SchluB, daB die Milz 
. i nN 


wihrend der Verdiinnung nicht ab-, vielmehr an Gewicht zuge- 
nommen haben muf. Denn ihr prozentischer Anteil am Korper- 
gewicht ist bei den Normaltieren im Mittel 0,095°,; bei den unter 
luftverdiinnung gewesenen Tieren ist er, bezogen auf das Anfangs- 
gewicht, 0,112°,; bezogen auf das Endgewicht 0,155°%. Auch das 
Maximum des relativen Milzgewichtes liegt bei den ‘unter Luftver- 
dinnung gewesenen Tieren dreimal wesentlich héher als das Maximum 


bei den Normaltieren. 


ow 


100 


Leber auf 


Da schon der Wert, der auf das Anfangsgewicht berechnet ist, 
hdher liegt als der der Normaltiere, ist es ausgeschlossen, dab 
etwa die Milz ihr Gewicht behalten hitte und nur das Kérper- 
gewicht sich verringert hatte, daB also die Milzzunahme nur 
relativ ware, es muB vielmehr eine absolute GewichtsvergréBerung 


Milz 4 


yon 


Gesamteisen von Milz + Leber in mg. 


-%¢2 Bder Milz eingetreten sein. Wie diese VergréBerung zu erkliren 

=== Gist, dariiber werden im folgenden noch einige Tatsachen mitgeteilt 

2) = x 

SBE: werden. 

- —" Bei den Kaninchen (Tabelle II) lassen sich die Vorginge fiir die Leber 
Sh nicht deutlich iibersehen, weil nicht geniigend Zahlenmaterial vorliegt. 
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290 A. Loewy u. G. Cronheim: 

1. Tierart . Ratten 
2. Tag, 1927 6.IX. 6.IX. 6. 1X. 13. VIL. 13. VIII. | 13. VIII. 14. VIT. | 15 
i Cok te we 16 17 18 2 3 4 5 ( 
4. Dauer der Verdiinnung 

ae ae 72 72 72 168 168 168 168 68 
5. Zeit nach d. Verdiinnung 

in Std. oe hace Oa eS — - 30 4 
6. Mittlerer Versuchsdruck 

in mm Hg abs. seme 300 300 = =©300 300 300 300 300 
7. Korpergew. am Anfang 

in g ee ae ae 97 78 76 as ies 
8. Korpergew. nach Verdiin- 
A Rad, SE 80| 66 69! 87 95 | 115 99 
9. Korpergew. am Ende in g 96 8 
10. Gewichtsabnahme in der 

Verd. in % des Anfangs- 

SWIGNE- 6 ce kes 17,5 (15,4 9,2 — — 
11. Gewichtsabnahme in 

24Std. in % des Anfangs- 

I a eta ty a 5,8 5, 3,1 — =~ — 
12. Gewicht der Milz in g. 0,67. 0,23 —0,21 0,82 0,81 1,37 1,00 1.4 
13. Trockensubstanz der Milz 

in g > Oe ae ee 0.157 0,058 0.050 0,18 0,18 0,31 0,23 0 
14. Gewicht der Milz in % 

des Anfangsgewichts . 0,69 0,29 0,28 -- — — 
15. Gewicht der Milz in % 

des Endgewichts ; 0.84 0,35 0,30 0,94 0,85 1,19 1,04 1,75 
16. Wassergehalt der Milz 

in %. 6 tx a ew re lew ieee | 76,2 17,4 77,5 76,8 75,8 
17. Kisengehalt der Trocken- 

ee 0,100 0,063 0.078 0,072 0.079 0,070 0,108) 0,09) 
18. Gesamteisen der Milz 

in mg ee aye a 0,157 0,034 0,039 0.130 0,144 0217 0,360 0.32 
19. mg Eisen der Milz auf 

LOOg Koérpergewicht . 0,196 0,051 0,057 0,149 0,178 0,158 0.38 040 
29. Gewicht der Leber in g 3,7 2,75 | 2,4 4,3 4.1 4,9 4,2 9 
21. Trockensubstanz der 

Leber in g 1.19 | 0.83 0,68 3,69 1,10 1.42 
22. Gewicht der Leber in % 

des Anfangsgewichts . 88 | 36 | 3,2 — — 
23. Gewicht der Leber in % 

des Endgewichts , 4,6 4,2 3,5 5,0 4.3 4.3 4.4 6 
24. Wassergehalt der Leber 

Me. a es bee tw eee ee 70,3 68,9 71,0 
25. Kisengehalt der Trocken- 

leber in % oe es 0,054 0,081 0,058 — - 
26. Gesamteisen der Leber 

MM ee gs oe 0,64 067 0,40 - - — 
27. mg Eisen der Leber auf 

100 g Korpergewicht . 0,80 1,01 0,58 -~ 
28. Gesamteisen von Milz 

+ Leber ote ge te 0.80 0,70 0,44 - — -- 
29. Gesamteisen von Milz + 

Leber auf 100 g Korper- 

gewicht ‘ ‘ 1,00 1,06 0,64 - - — 

















| 














Eisengehalt von Leber u. Milz verschiedener Tierarten usw. 29] 
Ratten 
I. | 15. \ » VU. 9. VII 11. VILL. 16. VIL. 17. VIII 2. IX. S. Fz. 31. VI 31. VI 5. VIII » VIII 
. { ) 10 11 12 13 14 15 19 20 21 22 
‘ HS _ —— 
48 - _ — = _ 
_ = 
8 225 250 254 240 215 80 73 
) 1.4 0,75 0,85 0,76 0,85 0.70 0,26 0,20 0.5 0.7 
; 0 )18 0.21 0.18 0.21 0.18 0,058 0.048 0.11 0.16 
Ld 0.33 0,34 0,30 0,35 0,33 0.33 0,27 0.36 0,32 
75,8 75,9 75,7 76,2 75,0 74,7 44,4 77,2 17,2 76.9 
is) 0,09 0.315 0,252 0,248, 0,185) 0,159 0,169 0,083 - 0,317 0,386 
| 0.32 0.598 0,537 0,440 0.389 0.281 0.098 0,040 _ 0,378 0,621 
} 0.4 0.27 0.21 0,17 0,16 0,13 0,12 0,055 - 27 0,28 
4.4 12,7 10.5 7.8 7,8 3,7 3,4 10,8 15,0 6,25 9.6 
) 1,42 4,11 3,34 2.35 2.58 1,10 1,50 - 1,91 2,96 
1) a7 4.1 3.0 3.6 4.6 4,7 4.46 4.36 
71. 67.7 68.2 70,0 69.4 70.3 D7 71.5 73.2 69.5 69.1 
0.061 0.056 0,049 0,082 0.142 ~ 
— 1.45 0,62 0,77 2.52 5,72 
- 0,67 0,77 1,05 
- 1,73 0,72 0.81 
- - 0.81 0,90 1,11 


19 * 
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Aus den Zahlen fiir die Milz scheint sich jedoch zu ergeben, daB die Gewic} 
veranderungen des Gesamtkérpers und der Milz ziemlich parallel verlaut: 
Jedenfalls ergaben die Mittelwerte im Gegensatz zu den Meerschweinchi«: 
keine Zunahme (vgl. Tabelle V). 


Tabelle V. 











Meerschweinchen Ratten 
~ oe a _ a oo 
Tiergewicht am Beginn in g . | 330 374,3 ) 191 tty 
33 
Tiergewicht am SchluBing .. . 264,0 90,3 
Milzgewicht in °, des Ko6rper- (0,57%* 0,60 
gewichts am Beginn a Pe a 0,105 0,125 9.39 \0,66% 0,68 
Milzgewicht in °% des Korper- | iin | — 
gewichts am Schlu$ as a 6,149 0,165 0,96 1,075 
Lebergewicht in %, des Korper- 
gewichts am Beginn ae B 7 3,49 | 3 95 2,92 3,4 
Lebergewicht in °, des Korper- | : | i 
gewichts am SchluB ..... 5,2 4,53 5,62 
Kaninchen F Miiuse * 
normal Verdiinnung normal Verdiinnung 
Tiergewicht am Beginn in g . 2167 18 18 


. | 1853 | 
Tiergewicht am SchluB in g . | , 1860 | 16 
Milzgewicht in % des Ko6rper- 
gewichts am Beginn eae ' 0,04 ee 0.300 
Milzgewicht in °, des Koérper- | 0,061 Saas 
gewichts am SchluB ..... 0,048 0,345 
Lebergewicht in °%, des Korper- 
gewichts am Beginn .... . — — \ 4,14 
Lebergewicht in °% des Korper- | 
gewichts am SchluB ..... 


5,15 


4,9 


x, x, <<, Bedeutung der Zeichen vgl. Text. 


’ ’ 


* Ohne Tier Nr. 41. 


Bei den Mdusen (vgl. Tabelle I1] und V) kann fiir die Milz aus de 
vorliegenden Werten nichts AbschlieBendes angegeben werden, da schor 
die bei den beiden Normaltieren gefundenen Werte zu stark schwanken 


Eines scheint allerdings daraus hervorzugehen, némlich daB ihre Milz 


wahrend der Verdiinnung nicht gréBer geworden ist. 


Die Lebern zeigen bezogen auf das Anfangsgewicht eine Abnahme. 
und zwar eine starkere als bei den Meerschweinchen. Denn bezogen au! 
das Endgewicht ergeben sich Werte, die nicht deutlich von den normale! 
Leberprozentwerten abweichen; die Leber miiBte also annahernd paral! 
dem Kérpergewicht abgenommen haben. 
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Bei den Ratten zeigen die Lebergewichte meist eine weniger starke 
Abnahme als bei den Mausen, sie ahneln der bei den Meerschweinchen. 
Denn wahrend das normale Mittel der Rattenleber (‘Tier Nr. 9 bis 15) 
3,78°% des Kérpergewichtes betragt, liegt es bei den drei nur 72 Stunden 
verdiinnten Tieren (Nr. 16 bis 18) bei 4,1°% und erreicht noch nicht 
das Maximum des prozentischen Lebergewichtes der normalen Ratten 
mit 4,6 bis 4,7°, (vgl. Tabelle 1V). Aber bei den sieben Tage lang ver- 
dinnten Tieren betragt das Mittel 5,0°,, des Kérpergewichtes, und zwar 
liegt es dreimal nahe der oberen Grenze der Norm, viermal iiberschreitet 
es sle nicht unerheblich. 

Auffallend ist der Gang des Milzgewichtes. Leider fehlen hier die 
Anfangsgewichte bei einer Reihe von Tieren, aber trotzdem laBt sich 
zuverlassig errechnen, daB die Milz bei langerer Verdiinnung nicht nur 
prozentual, sondern auch absolut an Gewicht zunimmt. 

Als Anhaltspunkt fiir die Kérpergewichtsabnahme wahrend der Luft- 
verdiinnung und damit fiir die Berechnung des Anfangsgewichtes sei er- 
wihnt, da in einer friiheren Arbeit von Loewy! gefunden war, da eine 
Ratte bei 96stiindiger Verdiinnung ohne Futter im Héchstfall 28°, ihres 
Anfangsgewichtes, d.h. fiir 24 Stunden 7°, verliert. 

Unsere Ratten haben jedoch gefressen, und zudem verlauft der 
Gewichtsverlust nicht proportional der Zeit, so daB dieser Wert von 
7% taglich fir einen siebentagigen Versuch schon aus diesem Grunde 
za hoch ist. Dazu kommt, daB ein Verlust von taglich 7°/ schon vor 
Ablauf des siebentigigen Versuchs zum Tode der Tiere hatte fiihren 
miissen. EKinen direkten Anhalt fiir die Gewichtsverminderung unserer 
Ratten geben die Gewichtsverluste der ersten inTabelle IV verzeichneten 
Tiere, die pro Tag im Mittel 4,7°% ausmachen. Rechnen wir mit einem 
Verlust von 5%, taglich, so wiirde dies fiir 7 Tage 35° Verlust ausmachen, 
was noch im Bereich des Lebensméglichen ware. Dabei wiirde sich eine 
absolute Zunahme der Milz ergeben, und dasselbe wire der Fall, wenn 
man die Annahme eines Gewichtsverlustes selbst von 6°/ taglich 
zugrunde legte, d.h. eines solchen von 42°, in 7 Tagen. Das wire 
allerdings ein Wert, der sich kaum mit dem Uberleben vertriige. 

Unter dieser letzteren, an die Grenze des Méglichen gehenden 
Annahme berechnen sich die in der Tabelle V angegebenen doppelt 
angekreuzten Anfangsgewichte und die auf sie bezogenen Prozentgewichte 
der Milz, die gleichfalls mit ““* versehen sind; auf die erstere Annahme 
die mit * versehenen. Es zeigt schon ein Blick auf die Einzelwerte 
(Tabelle IV), daB sie beiden 7 Tage unter Verdiinnung gehaltenen Tieren 
(Nr. 2 bis 8) ausnahmslos iiber den sehr gleichmaBigen Normalwerten 
liegen. 


1 Loewy (mit Cronheim), diese Zeitschr. 185, 298, 1927. 
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Normalerweise betrigt das Gewicht der Milz unserer sieben Ratten 
(Nr. 9 bis 15) 0,27 bis 0,35°%, schwankt also sehr wenig. Das Mitte] 
ist 0,32°,. Bei den unter Luftverdiinnung gewesenen Ratten liegt 
es einmal, bezogen auf das Endgewicht, bei 0,60°,, dreimal iiber 0,9‘ 
dreimal tiber 1°). Im Mittel betrigt es 1,05%,. Aber eine absolut; 
GroBenzunahme abt sich nur erweisen, wenn das Prozentgewicht auch 
dann die Norm tbertrifft, wenn das am SchluB des Versuchs gefundene 
Milzgewicht auf das Anfangsgewicht des Tieres bezogen wird. 

Bei einem Ko6rpergewichtsverlust von 42°, wiirde das mittlere 
Rattengewicht am Anfange des Versuchs 170 g betragen, bei einem 
Gewichtsverlust von 35%, 154 g. 

Unter der Annahme eines relativen Milzgewichtes von 0,32°,, im 
Mittel vor der Verdiinnung berechnet sich dann aus den nach der Ver- 
diinnung gefundenen Milzgewichten, daB das prozentische Milzgewicht 
bei Beginn hatte 0,58°,, ausmachen miissen, also um 87°, den als zu- 
treffend anzusehenden Ausgangswert iibertreffen wiirde. 

Legt man anstatt eines taglichen Gewichtsverlustes von 6° 
einen von 5°, im ganzen also 35°, den Berechnungen zugrunde, was 
zutreffender ist, so werden die Ausschlige noch gréBer (vgl. Tabelle V 
die mit ~ versehenen Werte). Es berechnet sich namlich aus den End- 
werten ein relatives Milzgewicht von 0,66°%, als Wert zu Beginn des 
Versuchs (anstatt des mit Recht eingesetzten Wertes von 0,32°,), 
und die Milz einer Ratte diirfte im Mittel nur 0,48 g¢ wiegen, anstatt 
der gefundenen 1,01 g. Der Zuwachs der Milz wiirde 117°, betragen 

Bisher wurden stets die Werte an allen sieben unter Luftverdiinnung 
gehaltenen Tieren zusammengefaBt. Berechnet man gesondert die Er- 
gebnisse an den ersten drei 7 Tage lang der Verdiinnung ausgesetzten 
Tieren (Nr. 2 bis 4), die nach Beendigung des Versuchs sogleich unter- 
sucht wurden, und die an den vier anderen, die zum SchluB noch 1 bis 
4 Tage bei normalem Barometerdruck lebten, so erhalt man die gleichen 
Ergebnisse bei beiden Gruppen. Die wenigen Erholungstage haben 
demnach in bezug auf die MilzvergréBerung nichts geandert. 

Zusammenfassend laBt sich also sagen, da wahrend eines langeren 
Aufenthaltes unter Luftverdiinnung (auf im Mittel 300 mm Barom.) 
das Gewicht von Leber und Milz bei den verschiedenen untersuchten 
Tierarten sich verschieden verhalt. Die Leber nimmt bei Meerschweinchen 
wenig ab, fiir die Kaninchen laBt sich aus dem vorhandenen Materia! 
kein sicherer SchluB ziehen. Bei den Mausen ist die Abnahme der Leber 
wesentlich gréBer als bei den Meerschweinchen, bei den Ratten liegt 
sie zwischen beiden. 

Die Milz nimmt bei Kaninchen erheblich an Gewicht ab, eine 
Abnahme kommt wohl auch bei den Mausen zustande. Dagegen tritt 
bei Meerschweinchen und Ratten eine Zunahme auf, die bei letzteren 
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hesonders erheblich ist. Die Zunahme ist nicht nur relativ, sondern 
muS, auch unter fiir die Berechnung ungiinstigen Voraussetzungen, als 
ibsolut betrachtet werden. 

Il. 


Der Wassergehalt von Milz und Leber schwankt bei den einzelnen 
Tierarten nur wenig. (Der Leberwert von Ratte Nr. 15 ist wohl mit 
einem Bestimmungsfehler behaftet.) Die Luftverdiinnung ist ohne 
sichtbharen EinfluB auf den Wassergehalt gewesen. Letzteres ist des- 
halb beachtenswert, weil es fiir die an Meerschweinchen und Ratten 
bheobachteten Gewichtszunahmen der Milz von Bedeutung ist. Es ist 
nimlich angesichts der Konstanz des Wassergehalts nicht médglich, 
diese Gewichtszunahmen einfach aus einem gréBeren Wassergehalt 
der Organe zu erklaren, es muB vielmehr festes Material zum An- 
satz gelangt sein. 

Il. 

Was den Lisengehalt betrifft, so zeigen sich auch an ihm erhebliche 
Unterschiede infolge Aufenthalts unter Luftverdiinnung bei den ver- 
schiedenen untersuchten Tierarten. 

Bei den Meerschweinchen (bei denen Tier Nr. 24 unberiicksichtigt 
bleibt, weil es bereits halb verwest war) besagen die Werte der Tabelle I, 
daB der Aufenthalt unter Luftverdiinnung keine Anderung im Eisen- 
gehalt der Leber gegeniiber den Normaltieren herbeigefiihrt hat. Denn 
bei den zwei Kontrolltieren (Nr. 34 und 35) betragt er 0,0345°, der 
Trockensubstanz, bei den unter Luftverdiinnung gewesenen ‘Tieren 
Nr. 21 bis 28) ist er im Mittel 0,040°,. Aber auch auf das Kérpergewicht 
bezogen bleiben die Werte identisch, denn es kommen auf 100 g Korper- 
gewicht bei den Kontrollen im Mittel 0,53 mg, bei den Versuchstieren 
),55 mg. 

Anders ist es dagegen mit der Milz. Als Normalwert ergibt:sich im 
Mittel bei den Tieren Nr. 29 bis 35 ein Eisengehalt von 0,/73°, der 
Trockensubstanz. Dem gegeniiber stehen die Milzen der sofort nach der 
Verdiinnung entbluteten Tiere Nr. 21 bis 23 mit einem Eisengehalt 
von 0,095°,,. Zwischen diese beiden Gruppen schieben sich die Tiere 
Nr. 25 bis 28, die erst einige Zeit nach SchluB des Aufenthalts unter 
Verdiinnung entblutet wurden. Sie haben einen Eisengehalt der Milz 
von 0,128°,. (Das Mittel aller unter Luftverdiinnung gewesenen Tiere 
ergibt sich zu 0,114%.) Es scheinen also die Verminderungen, die durch 
die Luftverdiinnung verursacht sind, allmahlich wieder zu verschwinden. 


Kigentiimlich ist das Ergebnis, wenn man das gesamte in der Milz vor- 
handene Eisen in Beziehung zum Kérpergewicht setzt. In diesem Falle 
gleicht der gréBere Anteil, den die Meerschweinchenmilz am Gesamt- 
gewicht im Laufe der Luftverdiinnung erhalt (vgl. 8. 289), bei den 





Tieren Nr. 21 bis 2% 
fast aus, indem sich bei den unter Luftverdiinnung gewesenen Tieren 


den verringerten Eisengehalt der Trockensubstanz 


0,028 mg-°,, Eisen gegen 0,035 mg-° Normaltieren 


Die nach der Verdiinnung noch einige Zeit 


bis 28) zeigen dagegen ein starkes Ansteigen des Milzeisens im Verhaltnis 
zum Korpergewicht weit iiber die Normalwerte hinaus, némlich au 
0,024 bis 0,066 mg-°,, im Mittel auf 0,047 mg-°,. 

Ahnlich wie bei den Meerschweinchen verhalt sich der Eisengehalt 
der Milz bei den Ratten (Tabelle IV). 
des Eisens der 


es findet sich eine starke Abnahn 
Milztrockensubstanz wahrend des 
Als durchschnittlichen Eisengehalt findet man be; 
den Normaltieren (Nr. 9 bis 15) 0,201°,, und bei den gleich nach de; 
16 bis 18) 0,077' 

Dazwischen liegt der Eisengehalt der Milzen der Tiere, die noch einig: 
Zeit nach der Verdiinnung gelebt haben (Nr. 5 bis 8), mit 0,092! 


Luftverdiinnung. 


Verdiinnung getéteten Tieren (Nr. 2 bis 4 


Betrachtet man jedoch auch hier das Verhaltnis von Gesamtmilz 
eisen zum K6rpergewicht, so verschiebt sich das Bild in ahnliche 
Weise wie bei den Meerschweinchen. 
mit 0,17 mg-°%, viel niher dem Wert fiir die sofort getéteten Tiere 


Der Normalwert liegt namlic! 


der 0,13 mg-°,, ausmacht. Bei den tiberlebenden Tieren finden sich zw: 
auBerordentlich hohe Werte (0,38 bzw. 0,40 mg-°,). Daneben allerdings 
zwei niedrige, wodurch sich das Gesamtmittel mit 0,27 mg-°, 
sehr weit tiber das normale Mittel erhebt. 

Der Eisengehalt der Leber ist beiden nach der Luftverdiinnun 
sofort getéteten Tieren annahernd ebenso groB wie bei den Normaltieren 
0,064°% gegen 0,078°, wahrend er bei den iiberlebenden Tieren, von 
denen allerdings nur zwei zur Untersuchung kamen, deutlich geringe: 
Auf das Kérpergewicht bezogen entfallen auf 100 g bei den luft 
verdiinnt gewesenen Tieren 0,80 mg, bei den Normaltieren 0,83 mg 
d.h. es besteht kein Unterschied. 

Bei den Kaninchen (Tabelle II) liegen die Verhialtnisse ander: 
Hier ist ein deutlicher Unterschied zwischen den Lebern der luftver- 
und normalen Tiere vorhanden insofern, als bei der Ver 
diinnung ihr Eisengehalt, bezogen auf Trockensubstanz, weit iiber de: 
davon nur Tier Nr. 10) 
dessen Eisengehalt, auf der Héhe der Normalwerte liegt. Das normal 
Mittel (Nr. 1, 11, 12) berechnet sich zu 0,018°%, das der luftverdiinnte: 
Tiere (Nr. 2 bis 4, 8, 9), auBer Tier Nr. 10, zu 0,0 
dieses zu 0,046%,. 


Normalwert steigt. ine Ausnahme 


im Gegensatz zu den Meerschweinchen 


Auch bei den Milzen scheint 
der Eisengehalt bei der Verdiinnung zu steigen, doch 1a8t sich hier infoly 
der wenigen und noch dazu schwankenden Zahlen absolut Sicheres nicht 
Aus den wenigen Werten wiirde sich als Mittel berechnen fiir di 
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Normaltiere 0,122°, der Trockenmilz, bei den verdiinnten 0,164°,. Der 
Gegensatz zu den Meerschweinchen bleibt auch bestehen, wenn man wieder 
die Beziehung zwischen Gesamtmilzeisen und K6rpergewicht betrachtet; 
man findet dann naémlich bei den Kaninchen eine Steigerung gegeniiber 
der Norm, indem bei den verdiinnten Versuchstieren 2 bis 4 das Milzeisen 
0,02 mg-% des Kérpergewichtes ausmacht, bei den Normaltieren 0,016 mg-°, . 

Bei den Mdusen (Tabelle III) liegt der Eisengehalt der Milz luft- 
verdiinnter Tiere auch wieder deutlich héher als bei den Normaltieren, 
nimlich im Mittel bei 0,082°, der Trockensubstanz bei den Normal- 
tieren gegeniiber 0,191°, bei den luftverdiinnt gewesenen. Bei Be- 
ziehung des Gesamteisens der Milz auf das Kérpergewicht treten sowoh! 
bei den Normaltieren wie bei den verdiinnt gewesenen so starke Ver- 
schiedenheiten auf, daB man in dieser Hinsicht keinen sicheren Vergleich 
ziehen kann. 


Deutlich ist der Anstieg dagegen wieder bei den Lebern, wo man 
bei vier von den sechs luftverdiinnten Tieren (Nr. 41 bis 43, 46) eine sehr 
betrachtliche Steigerung des Eisengehalts feststellen kann (auf im Mittel 
0,132°,). Das Gesamtmittel wird durch die Werte bei den beiden 
iibrigen Tieren stark herabgedriickt; es betragt aber bei den Versuchs- 
tieren immer noch 0,108°% gegen 0,048°, der Trockenleber bei den 
normalen Tieren. 

Stellen wir das vorstehend im einzelnen wiedergegebene Material 
zusammen, so lassen sich mehrere bemerkenswerte Schliisse ziehen. 


x 


1. Zunachst fiir den normalen Eisengehalt der Lebern und Milzen. 
Ordnen wir die gefundenen Mittelwerte nach den TiergréBen, so ergibt 
sich die in Tabelle VI ersichtliche Reihe. 


Tabelle VI. 


Normaler Eisengehalt. 





Leber Milz 

Tierart — = . . 
Fe in °/, der Fe in mg-°/9 des Fe in °'y der Fe in mg-°/, des 
Trockensubstanz Kirpergewichtes Trockensubstanz Kirpergewichtes 


Kaninchen . 0,018 0,23 0,122 0,0160 
Meer- 

schweinchen 0,034 0,53 0,177 0,035 
Ratten. . . 0,078 0,83 0,201 0,17 
Mause ... 0.085 0.705 0.182 0,133 


Bezogen auf die T'rockensubstanz ist der Eisengehalt wmgekehrt der 
GréBe der Tierart. Bei den Lebern steigt er vom Kaninchen zur Maus 
ausnahmslos an; bei der Milz ist der Gang ahnlich. Hier steigen vom 


Kaninchen zur Ratte die prozentischen Eisenwerte, nur der Eisenwert 
fiir die Maus bleibt hinter dem fiir die Ratten etwas zuriick. 
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Bezogen auf das Korpergewicht nehmen die Eisenwerte der Leber 
und der Milz vom Kaninchen zur Ratte gleichfalls zu. Nur die Mause 
machen insofern eine Ausnahme, als ihr Eisenwert hinter dem der Ratten 
zuriicksteht, und zwar sowohl fiir die Leber wie auch fiir die Milz. 
Dagegen besteht vom Kaninchen zur Ratte eine ununterbrochen auf- 
steigende Reihe. 

Dabei liegen die Maxima und Minima sehr weit auseinander. Fiir 
die Lebertrockensubstanz iibertrifft das Maximum des Eisengehalts das 
Minimum um das 4,7fache. Fir die Milztrockensubstanz um 92°. 
In Beziehung auf das K6érpergewicht iibertrifft der Héchstwert des 
Lebereisens den niedrigsten um das 31/,fache, wahrend der héchste 
Milzeisenwert um fast das 12fache iiber dem niedrigsten liegt. 

2. Das Verhalten der Mittelwerte des Leber- und Milzeisens bei 
den Normaltieren und im Vergleich damit bei den unter Luftverdiinnung 
gewesenen zeigt die Tabelle VII. 


Tabelle VII. 


Mittlerer Eisengehalt 





der Leber der Milz 
Meer- > Meer- 

schwein-| Ratten Miiuse Schwein- Ratten 
chen chen 


Ka- Ka- 
sineben ninchen| Miuse 
In % der{ normal  0,0845 0,078 | 0,018 0,048), 0,177 0,201 0,122 | 0,082 


pee ron luft- 16.040 0,064 | 0,046 0,108 0,095 0,077 0,164 0,191 
substanz verdiinnt | ’ ’ 


In mg-% normal 0,53 0,83 | 0,23 0,705 0,035 |017  0,0156:[0,133 
d.Korper-) luft- 10,55 (0,80 | 0,50 149 0,028 0,13 0,02 [0,191] 
gewichtes | verdiinnt | 

Hinsichtlich des Eisengehaltes der Milz und, wenn auch nicht 
durchgangig, der Leber finden sich erhebliche Verschiebungen als Folgen 
der Luftverdiinnung, und zwar teils Zunahmen des Prozentgehalts 
an Eisen, teils Abnahmen je nach der Art der untersuchten Tiere 
Diese Unterschiede gleichen sich bei Beziehung der Eisenmenge auf das 
K6érpergewicht zum Teil aus. 

Der EinfluB der Tierart wirkt sich derart aus, daB zwei Gruppen 
zu unterscheiden sind, die sich verschieden verhalten. Zu der einen 
gehéren Meerschweinchen und Ratten, zu der anderen Kaninchen 
und Miuse. 


Bei den Lebern ist bei der ersten Gruppe nur ein sehr geringer 
Unterschied im Eisengehalt der Trockensubstanz zwischen normalen 
und unter Luftverdiinnung gewesenen Tieren zu sehen; auf das Koérper- 
gewicht bezogen kaum ein Unterschied. Dagegen tritt bei der zweiten 
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Gruppe (Kaninchen und Mause) eine erhebliche Steigerung des Eisen- 
vehalts sowohl in Prozenten der Trockensubstanz, wie in Prozenten des 
Kirpergewichtes hervor. Der Umfang der Steigerung ist in beiden 
Beziehungen nicht sehr verschieden. Bei den Kaninchen +- 155°, 
bezogen auf den Trockenriickstand, +- 117°, bezogen auf das Kérper- 
gewicht; bei den Mausen 125°, : 110°. 


Bei den Milzen besteht ein noch ausgesprochenerer Unterschied 
zwischen beiden Gruppen; bei den Meerschweinchen und Ratten eine 
Abnahme des Milzeisens, bezogen auf Trockenriickstand (bei den Meer- 
schweinen um — 46%, bei den Ratten um 67°,). Sie schrankt 
sich jedoch erheblich ein bei Beziehung des Gesamtmilzeisens auf das 
Korpergewicht, wenn sie auch noch sichtbar bleibt. Bei den Kaninchen 
und Mausen dagegen findet sich umgekehrt eine betrachtliche Zunahme 
des Milzeisens in der Trockensubstanz, die bei Beziehung auf das Kérper- 
gewicht auch noch vorhanden ist, aber gleichfalls geringer ausfallt als 
hei Berechnung auf den Trockenriickstand. Da nun, wie an anderer 
Stelle gesagt ist, sich der Wassergehalt der Milz bei Luftverdiinnung nicht 
geindert hat und ebenso der Eisen- und Haimoglobingehalt des Blutes 
nicht deutlich schwankte, ist es ausgeschlossen, da die Zu; baw. Ab- 
nahmen des Eisengehalts der Milz durch Ein- bzw. Ausschwemmung 
von Blut hervorgerufen werden. Ebenso ergibt sich aus diesen Tatsachen, 
da die Gewichtsverinderungen, die bei der Milz beobachtet worden 
sind, nicht durch Zu- oder Abnahme der in der Milz enthaltenen Blut- 
mengen hervorgerufen sein kénnen. Es muB sich hierbei vielmehr um 
eisenfreie oder eisenarme Stoffe handeln, die aus der Milz herauswandern 
bzw. in ihr abgelagert werden. 

3. Diese Gruppenunterschiede stehen nun in Beziehung zu den 
Veranderungen des Gewichts, die Leber und Milz durch die Luftver- 
diinnung erfahren, wie sie im Abschnitt I geschildert wurden. Es zeigt 
sich naémlich, daB da, wo diese Organe ihr Gewicht veranderten, ihr 
Kisengehalt sich gegensdtzlich anderte, und zwar meist viel oder wenig, 
je nachdem das Gewicht mehr oder weniger geandert wurde. Wir 
haben also: Entweder Steigerung des Gewichts (bei der Milz von Meer- 
schweinchen und Ratten) mit Abnahme des prozentischen Eisengehaltes, 
der Abnahme des Gewichts mit Steigerung des Eisengehalts. Die folgende 
Zusammenstellung (Tabelle VIII) kann diese Verhiltnisse zeigen. 


Wie sich der Gesamteisengehalt von Milz und Leber im einzelnen 
zahlenmaBig darstellt, d. hh. ob die gegensitzlichen Veranderungen von 
Organgewicht und prozentischem Eisengehalt zu einem Gleichbleiben 
des Gesamteisens fiihren, oder ob die Gesamteisenmenge vermehrt 
oder vermindert wird, laBt sich nicht fiir alle Fille sicher sagen; dazu 
reichen die zahlenmaBigen Unterlagen nicht aus. 
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Tabelle VIII. 











Leber 
_ Kiser 
Tierart r —— ace — 
Gewicht in %/, der in Jo des 
Trockensubstanz Kérpergewichts 
Meerschweinchen. . . Geringe Abnahme | Geringe Zunahme Keine deutliche 
Anderung 
Ratten ..... . . Mabige Abnahme | Geringe Zunahme Dasselbe 
Kaninchen. .... . ? (Zunahme) -- 
Mause ..... . .., Starke Abnahme | Starke Zunahme | Starke Zunahm 
Milz 
. Eisen 
Tierart = 7 id at 
Gewicht in %/, der in 9/9 des 
Trockensubstanz Kirpergewichts 
Meerschweinchen,. . . Zunahme Abnahme Ganz geringe 
Abnahme 
ae ee Zunahme | Starke Abnahme Dasselbe 
Kaninchen. . . . . .. starke Abnahme |Geringe Zunahme Geringe Zunahm« 
We ra SR Ganz geringe Ganz geringe ? 
Abnahme? | Zunahme ? 


Nur fiir die Milz von Meerschweinchen und Ratten laBt sich be- 
rechnen, daB die Gesamteisenmenge wahrend der Luftverdiinnung 
erheblich abnimmt und wahrend der Tage nach der Luftverdiinnung 
wieder, und zwar iiber den urspriinglichen Anfangswert hinaus steigt. 
Die Abnahme betrifft fiir die Meerschweinchen gegen 36°%,; fiir die 
Ratten berechnet sie sich, je nachdem man einen Kérpergewichits 
verlust wahrend der Luftverdiinnung von 35 oder 42°, annimmt 
auf 38 oder 44%. 


Bei den Kaninchen ]a48t sich eine Anderung der Gesamteisenmenge 
durch die Luftverdiinnung nicht erkennen, bei den Mausen berechnet 
sich eine Zunahme. Jedoch miissen die Ergebnisse an den Kaninchen 
und Mausen zunachst als unsicher bezeichnet werden. 

Neben der Eisenbestimmung in den Organen wurde in sehr vielen 
Yallen auch eine im Blute vorgenommen, zugleich mit der Bestimmung 
des Haimoglobins. Dabei haben sich keine deutlichen Abweichunge! 
von der Norm nach dem Aufenthalt unter Luftverdiinnung gezeigt 


Zusammenfassung. 


An Meerschweinchen, Ratten, Kaninchen, Mausen wurden Gewicht 
und Eisengehalt von Leber und Milz fiir normale und fiir unter vier- 
bis siebentagiger Luftverdiinnung gewesene Tiere bestimmt. Nach ce! 
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Tierart waren die Wirkungen der Luftverdiinnung verschieden, wobei 
sie an der Milz starker als an der Leber ausgesprochen waren. 

Die Leber erfuhr eine verschieden starke Gewichtsabnahme; eine 
geringe bei Meerschweinchen und Ratten, eine starke bei den Mausen. 
Die Milz erfuhr eine Zunahme bei den Meerschweinchen und Ratten, eine 
starke Abnahme bei den Kaninchen, keine oder eine sehr geringe Ab- 
nahme bei den Mausen. Die Zunahme der Milz ist nicht durch ver- 
mehrten Wassergehalt bedingt, vielmehr durch feste, eisenfreie oder 
eisenarme Stoffe. 

Auch der Eisengehalt fand je nach der Tierart eine verschiedene 
Jeeinflussung. Er war in Prozenten der Trockensubstanz vermindert, 
wo das Gewicht vermehrt war. Besonders deutlich ist dies an der Milz 
der Meerschweinchen und Ratten kenntlich, wo eine absolute Abnahme 
der Eisenmenge, also eine Abwanderung von Eisen aus der Milz nach- 
gewiesen werden konnte. Diese Abnahme machte einer Wiederzunahme 
in den ersten Tagen der Erholung von der Luftverdiinnung Platz. 

Die Zunahme des prozentischen Eisengehalts, die mit Gewichts- 
abnahme einhergeht, und die bei den Kaninchen und Mausen gefunden 
wurde, ist weniger deutlich. 

Nicht so ausgepragt wie an der Milz sind bei allen Tierarten die 
Veranderungen des Eisengehalts der Leber, aber auch sie zeigen das 
gegensatzliche Verhalten von Lebergewicht und prozentischem Leber- 


eisen. 
Eine Veranderung des Verhaltnisses Bluteisen: Haimoglobin als 
Folge der Luftverdiinnung konnte nicht sicher festgestellt werden. 
Inwiefern unsere Ergebnisse fiir die Milz mit ihrer bei den ver- 
schiedenen Tierarten verschiedenen Bedeutung fiir Blutzerstérung 
bzw. Blutbildung in Zusammenhang stehen, soll spater erértert werden. 


Die unter dem Einflub 
des Héhenklimas im Blut auftretende Sauerstoffzehrung. 


Von 
Franz Miiller, Berlin und Georg Cronheim, Berlin 


(unter Mitwirkung von Margit Miiller-Munk). 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos, und aus dem Laboratorium am Wittenbergplatz 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 27. Marz 1931.) 


Auf Grund von Uberlegungen, die mehrere Jahrzehnte zuriick- 
reichen, und ankniipfend an die Auffassung von Pfliiger und N. Zunt: 
iiber die Verbrennungsprozesse im lebenden Ko6rper bildete sich bei 
dem einen von uns (.¥.) die Anschauung, daB unter gewissen abnormen 
Umstanden im menschlichen Blute eine abnorme Sauerstoffzehrung 
vorhanden sein miisse, die von einer ungeniigenden oder pathologi 
schen Sauerstoffbindung am Hamoglobin und dadurch ungeniigenden 
Ubergang von Sauerstoff in die Gewebe ihren Ausgang nahme. 

Andeutungen dafiir fanden sich bei den gasanalytischen Arbeiten iibe: 
Methamoglobinvergiftung, die nur zum Teil in der Veréffentlichung vor 
A. Bornstein und Franz Miiller im Jahre 1907' mitgeteilt worden sind 
Diese Anschauung vertragt sich durchaus mit der Auffassung, die A. Loew 
fiir die Erklarung der Wirkungen des Hochgebirgsklimas, seit Jahrzehnter 
vertreten und erst ,kiirzlich wieder gegen andere Anschauungen dadure! 
erfolgreich verteidigt hat, daB er die Folgen des Sauerstoffmangels, kenntlic! 
an Anderungen im Ablauf verschiedener Organfunktionen, durch Erhéhung 
des Sauerstoffpartialdruckes bei gleichbleibendem Gesamtdruck _riic! 
gangig machen konnte. 

Wir suchten eine Steigerung des ,,Sauerstof{fbediirfnisses des 
Blutes zahlenmaBig zu erfassen, indem wir die Warburgsche Methoc 
auf Vollblut und Plasma anwendeten. Diese Messungen wurden a1 


1 Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1907, 470. 
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drei Teilnehmern der Expedition in Berlin begonnen, in Davos (1562 m), 
in Muottas Muraigl (2550 m) und nach Riickkehr von dort wiederum 
in Davos fortgesetzt. Sie sollen in einigen Wochen in Berlin ihren 
vorlaufigen AbschluB finden. Nur der festliche AnlaB des 60. Ge- 
burtstages eines von uns hochverehrten Fachkollegen bewegt uns, 
schon jetzt einen kurzen Abri®B der bisherigen Versuchsergebnisse 
mitzuteilen, um dem Jubilar, wie wir hoffen, durch dieses Zeichen 
der Verehrung eine Geburtstagsfreude zu _ bereiten. 

Da wir nicht sicher sein konnten, ob die relativ geringe Hoéhe 
von Davos schon sichere Ausschlige geben wiirde und die Hochgebirgs- 
strahlung in der ersten Woche unseres hiesigen Aufenthalts nur in 
maiBigem Umfang gespendet wurde, wurden auf Rat von A. Loewy 
Versuche an Ratten hinzugenommen, die an das Davoser Niveau 
gewOhnt waren und wahrend eines ein- bis dreitagigen Aufenthalts 
in dem Verdiinnungskasten des Forschungsinstituts unter einen Minus- 
druck von 250 bis 280mm Hg, entsprechend einem Barometerdruck 
von 1/, Atmosphare gesetzt wurden. Sie befanden sich also in einer 
Atmosphare, die einer Héhe von 5500 m entspricht. Es liegen bisher 
38 Messungen an 15 Ratten und 250 Messungen an unserem eigenen 
Blut vor. Die Zahlen sind ein direktes MaB des Sauerstoffverbrauchs 
bei einstiindiger Beobachtungsdauer, da die etwa entstehende Kohlen- 
siure durch Kalilauge absorbiert wurde. Die Ablesegenauigkeit betrug 
0.5mm, die Abnahme in den Leerversuchen 5 bis 10 mm. Wenn auch 
nicht véllig aseptisch gearbeitet wurde, kénnen in Anbetracht der 
sofortigen Verarbeitung des Materials bakterielle Prozesse die Resultate 
nicht verfalscht haben. Wir beschranken uns hier auf die Wiedergabe 
von Mittelwerten in mm Brodielésung, reduziert auf 760 mm Hg, und 
hehalten die endgiiltige Volumenberechnung fiir die ausfiihrliche Ver- 
éffentlichung vor. Die Blutentnahmen (35) muBten méglichst ein- 
geschrankt werden, damit nicht der naheliegende Einwand ‘erhoben 
werden kann, die innerhalb kurzer Zeitraume erfolgten Blutentziehungen 
von 15 bis 25cem aus der Vene hatten allein schon eine so intensive 
Neubildung von Blutzellen angeregt, daB ein vielleicht nachweisbarer 
Effekt nicht durch die klimatischen Einfliisse bedingt sei. Nebenbei 
wurden 39 Messungen der Alkalireserve zwecks Feststellung acidoti- 


scher Verschiebungen gemacht. 


Ergebnisse. 
Nr. 1. Rattenversuche. 
Die Tabelle I zeigt deutlich, daB unter dem EinfluB des Sauerstoff- 
mangels im Vollblut sowie auch im Plasma Stoffe entstanden sind, die 
Sauerstoff zehren. Die Alkalireserve des Plasmas war zum Teil sehr 


stark vermindert. 
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Tabelle I. | 
Rattenversuche. Mittelwerte. Millimeter Brodielésung bei 630 mm Hy sowell 
sich a 
Versuchs- ah Voliblut Plasma C0,- > 
dauer Hohe —__—___—__—_____ s 2 Alkali- Spannur Zu Vo. 
Tage m ohne Glut. mit Glut. ohne Glut. mit Glut. — mm ZU eSE 
— | 1600 | 2 29 11 15 38 durch 
3 5500 49 40 16 20 27 36 seiner 
4 5500 28 7 39 Camb 
Basel, 
Nr. 2. Selbstversuche. (Tabelle I1.) Korpe 
Das der Armvene entnommene Blut floB direkt in abgemessene wptnege 
A eo pea ae ee . " 7 Mi 
Mengen einer 3,5°%,igen Natriumcitratlésung, nachdem Vorversuche luott 
in Berlin gezeigt hatten, daB Citrat und Oxalat die gleichen Werte hne 
fiir den Sauerstoffverbrauch des Blutes lieferten. _ 
tThions 
In Tabelle II ist unter starker Korperarbeit mehrmaliges schuelles Vewume 
a] 2 o* ¥ . S* 
Treppensteigen von fiinf Stockwerken oder starke Gymnastik ode: tone | 
Skilauf, unter Ruhe Entnahme kurz nach dem Aufstehen aus dem D: 
Bett verstanden. = der 
In Davos und auf Muottas Muraigl wurden die Blutentnahmen der we 
entweder friihmorgens niichtern oder viele Stunden nach dem Friih- klimat 
stiick, sofort nach Riickkehr vom Skilauf oder nach mehrstiindigem § ellula 
Liegen unter der Einwirkung der Sonnen- und der Reflexstrahlung gang a 
vom Schnee vorgenommen. Ein Unterschied gegen Berlin ist nur im ubertre 
Vollblut bei Miiller in Reihe 6, 8 und 9 und bei Cronheim in Reihe 4 minder 
festzustellen. Im Plasma keinerlei Unterschied! in Dav 
Menscl erte. 
Millimeter Brodici@gt auf 7¢ 
Miiller, 59 Jahre cr 
Reihe| Ort Datum Bemerkungen __Vollbiut | Pissma ka 2 ae 
ohne mit ohne mit —resery mit 
. Glut. Glut. Glut. | Glut. Glut. 
* 
1 |) Ruhe 22 | 24 17 16 66 16 
9 Berlin . ? r . 9 
sn Starke Kérperarbeit | 32 14 
3 } Davos 1. bis7. II. 32 11 63 
. Nach Ankunft 26 3 57 
‘ | Muottas 9. III. bis och Anke ° . . 
5 |(Muraigh 15. UI — 4 7 
6 |? g “Sonne, Koérperarbeit 8 19 53 
7 1 16. III. bis Nach Ankunft 18 44 17 32 65 34 
8 |} Davos “94 Ty - Ruhe 3 1/48 | 18 | 3 | 58 20 
9 | ee Besonnung 35 3s: 36 10 40 68 
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Das bisherige Ergebnis war nicht tibermaBbig vielversprechend, 
soweit es die Beobachtung an Menschen betrifft. Das Bild andert 
sich aber, wenn wir nunmehr die Versuche beriicksichtigen, in denen 
zu Vollblut und Plasma rund 200 mg-°, Glutathion in wasseriger Lésung 
zugesetzt waren. Das Priparat wurde uns anfangs in kleiner Menge 
durch die groBe Freundlichkeit von G. Barger-Edinbourgh und einem 
seiner Mitarbeiter, der gerade im Institut von Gowland Hopkins in 
Cambridge arbeitete, dann von der Firma Hoffmann, La Roche & Co., 
Basel, zuginglich gemacht. Es handelt sich um den kristallisierten 
Korper Cy H,,0,N,8, also um die SH-Verbindung. Nunmehr haben 
wir meist, teils im Vollblut, teils im Plasma, sowohl in Davos wie auf 
Muottas Muraigl, eine deutliche und weit tiber den in den Versuchen 
hhne Glutathion auftretenden Verbrauch hinausgehende Sauerstoff- 
zehrung. Aber das interessanteste ist, daB dieser EinfluB des Gluta- 
thions in Berlin nicht vorhanden war. Es handelt sich somit um einen 
Vorgang im Blut, der erst unter der Einwirkung der Hoéhe mit all 
ihren klimatischen Faktoren evident wurde. 

Das Gesamtresultat ist eindeutig: Der Zusatz von Glutathion 
in der SH-Form hat einen Vorgang der Messung zuganglich gemacht, 
der wohl nicht anders zu deuten ist, als daB unter dem EinfluB der 
klimatischen Faktoren im Blut, und zwar nicht blo} gebunden an die 
zellularen Elemente, sondern auch in der Blutflissigkeit sich ein Vor- 
gang abspielt, der auf der Bildung sauerstoffgieriger oder sauerstoff- 
iibertragender Stoffe beruht. Im Blut der Ratten, die auf eine ver- 
minderte Sauerstoffspannung entsprechend viel gréBeren Héhen als 
in Davos und Muottas Muraigl gebracht waren, trat die Anwesenheit 


erte. 


t auf 760mm Hg. 








Cronheim, 25 Jahre Viiller-Munk, 22 Jahre 
lut Plasma CO2- Vollblut Plasma CO.- 
—e - —————) Alkali- | Span- |— — — Alkali- Span- 
mit ohne mit reserve nung ohne mit ohne mit reserve hung 
Glut. Glut. Glut. mm Glut Glut. Glut. Glut. mm 
16 12 8 70 25 23 9 16 59 
20 40 16 
20 59 43 12 15 63 42 
8 54 36 15 17 62 21 
15 29 53 27 21 25 12 29 56 36 
11 52 34 11 12 50 35 
34 17 27 58 35 16 29 25 23 59 40 
20 14 31 61 29 22 29 10 24 58 29 
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dieser Substanzen schon ohne Glutathionzusatz hervor. Merkwiirdige: 
weise wurde die Sauerstoffzehrung durch Glutathion bei ihnen nicht 
vermehrt. 

In dieser vorlaufigen Mitteilung, die, wie gesagt, durch Nac! 
versuche in Berlin und auBerdem in der Hinsicht vervollstandigt 
werden soll, daB wir hier in Davos zu dem die Glutathionwirkung 
deutlich zeigenden Blut einen anderen, die SH-Gruppe enthaltende: 
Koérper (Cystein) hinzusetzen, soll iiber die Deutung des chemischen 
Vorgangs nichts gesagt werden. Ob wirklich sauerstoffgierige Stoffe 
sich bilden, oder ob ein Sauerstoffiibertrager entsteht, der die Abgabe 
von Sauerstoff an der Oxydation leicht zugangliche Gruppen wie die 
Sulfhydryl-Gruppe begiinstigt, inwieweit Glutathion selbst —hierfii 
verantwortlich zu machen ist, ob nur der relative Sauerstoffmange! 
diesen Vorgang zustande bringt oder ob nicht auch durch Bestrahlung 


uber 
und zwar nicht nur durch kurzwellige, sondern auch durch langwellige aie 
Strahlen dieser Vorgang erzeugt wird, ob also vielleicht bei starke: ssiiee 
Besonnung in der Ebene, etwa am Meeresstrande, ein ahnliches Resultat “ 
zu erhalten ist all dieses zu untersuchen, bleibt kiinftigen Versuche: Amr 
vorbehalten. Einige orientierende Versuche mit Zusatz von Histidin 12S 
das etwa in Histamin verwandelt werden konnte, sind negativ ver in 24 
laufen. war 
Immerhin haben diese Versuche, die noch andere, spater zu e1 sollte 
érternde Ergebnisse enthalten und bei denen auf die Werte der Alkali ovine 
reserve nur nebenbei hingewiesen sei, Anregung zu weiterer Forschung ware 
gegeben, um dein Ziel immer naher zu kommen, die wirkliche Ursache sokeh 
aufzudecken, die wir unter dem Wort: ,,Wirkung des Klimas* oder a 
..Umstimmung des Organismus unter dem EinfluB klimatischer Faktoren bildy 
zusammenfassen. Insbesondere ist zu hoffen, dafs die Wirkung des werd 
relativen Sauerstoffmangels, die sich die Erforscher der Hochgebirgs- ande 
wirkung schon vor nunmehr 30 Jahren bei ihren Arbeiten auf den prod 
Brienzer Rothorn und dem Monte Rosa als die Folge der Entstehung — 
bestimmter Stoffwechselprodukte vorgestellt haben, gedeutet werden sniie 
kann als Folge der Wirkung bestimmter, chemisch klar definierbaret sett 
und im Blut nachweisbarer Substanzen. weniy 
Die Apparate zu dieser Arbeit stellte dem einen von uns (.Miiller) div eine 1 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur Verfiigung. Die Koster Volls 
wurden aus einer vom Reichsarbeitsministerium und der Zentralstelle fi 
Balneologie bewilligten Summe bestritten. Allen diesen Stellen und det konn 
Férderern unserer klimatophysiologischen Bestrebungen sei hiermit aul gesch 
richtig gedankt. Besonders aber danken wir Prof. A. Loewy fiir die tat voller 
kraftige Anteilnahme, die er unserer Arbeit entgegenbringt. 
401, 
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Uber die Ammoniakbildung im isolierten Froschherzen. 


Von 
J. K. Parnas und P. Ostern. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwow.) 
(Eingegangen am 27. Mdrz 1951.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In Fortsetzung der Untersuchungen tiber die Ammoniakbildung im 
iiberlebenden Froschherzen, die der eine von uns! kiirzlich mitgeteilt 
hat, gingen die weiteren Versuche vor allem darauf hinaus, die Mutter- 
substanz und den Mechanismus der Ammoniakbildung zu ermitteln 
Es sei hier daran erinnert, daB im itiberlebenden Froschherzen eine 
Ammoniakbildung festgestellt wurde, welche in Versuchen, die bis 
48 Stunden ausgedehnt worden sind, bis 30 mg-°,, Ammoniakstickstoff 
in 24 Stunden betrug. Die Menge des vom Herzen gebildeten Ammoniaks 
war also erheblich gréBer, als sie durch Reizung des tiberlebenden, 
isolierten Muskels erhalten werden kann. Die Verhaltnisse im Herzen 
erinnerten an die Ammoniakbildung, wie sie von Parnas? betrachtet 
wurde, wenn isolierte Froschmuskeln bei guter Sauerstoffzufuhr in 
solchen Zeitabstaénden gereizt wurden, dai keine Ermiidung eintreten 
konnte. Wie in jenen Versuchen, so muBte auch hier die Ammoniak- 
bildung als Folge zweier nacheinander folgenden Prozesse aufgefabt 
werden: der Desaminierung der unmittelbaren Muttersubstanz und eines 
anderen, der die Muttersubstanz wieder riickbildet, ihr Desaminierungs- 
produkt reaminiert, ohne indessen eine Umkehrung des ersten Prozesses 
zu sein. Die Verhaltnisse im quergestreiften Muskel liegen indessen 
anders als im Herzmuskel. Im Skelettmuskel vermag man in der trau- 
matischen Ammoniakbildung die Vorstufe, das Adeninnucleotid, in 
wenigen Minuten fast yollstandig zu desaminieren ; im Herzmuskel besteht 
eine traumatische Ammoniakbildung von ahnlicher Geschwindigkeit und 
Vollstandigkeit nicht, und die Menge der ammoniakbildenden Substanz 
konnte nur nach dem AusmaB der postmortalen Ammoniakbildung 
geschatzt werden, die im zerkleinerten Herzmuskel in 2 bis 3 Stunden 
vollendet ist. Die Ammoniakwerte, die man in dieser Weise erhalt, 

' Il. Mitteilung vgl. I. Mitteilung: P. Ostern, diese Zeitschr. 228, 
401, 1930. 

2 Parnas, Klin. Wochenschr. 7, 1423, 1928; C. r. Soc. de. Biol. (Réunion 
pléniére), Mai 1929. 
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betragen in den Wintermonaten 6,2 — 0,4 mg-°,: sie sind also sehr vic! 
geringer als die vom Herzmuskel in 24stiindiger Arbeit gebildeten 
Ammoniakmengen. Welches ist nun die Natur dieser in postmortale: 
Spaltung ammoniakbildenden Substanz? Fir den Skelettmuskel kann 
man behaupten, daB es die Adenosintriphosphorsaure und das Adenin- 
nucleotid sind. Nunist aber das Adeninnucleotid von Pohle! bei Embden, 
die Adenosintriphosphorsaure von Lohmann, auch im Herzmuskel vom 
Rind gefunden werden, und so lag es nahe, zu untersuchen, ob im 
Herzen die traumatisch-postmortale Ammoniakbildung mit eine: 
Desaminierung des nucleotidisch gebundenen Adenins zusammenhangt 
dies wurde an Kaninchenherzen untersucht, und es wird im folgenden 
dariiber berichtet werden. 

Die Bestimmung der Umwandlungen des Adeninnucleotids im 
iiberlebenden Froschherzen konnte infolge der Kleinheit des Objektes 
nicht durchgefiihrt werden. Als wir versuchten, soleche Umwandlungen 
am Adeninnucleotid zu beobachten, das wir dem schlagenden Froschherzen 
zusetzten, stieBen wir auf experimentelle Schwierigkeiten, die sich aus 
der machtigen Herzwirkung dieser Substanz ergaben; diese Wirkungen 
von Herz- und Muskelextrakten, von Adeninnucleotid und Nucleosid 
sind von Drury und Szent Gyérgyi?, von Drury’, Rothmann*, Rigler und 
Schaumann® an Warmbliiterherzen (auch an Menschen) untersucht 
worden. Untersuchungen iiber das Verhalten des Adeninnucleotids 
gegeniiber dem Kaltbliiterherzen sind uns indessen nicht bekannt: wil 
haben uns damit beschaftigt, einerseits, um die obenerwahnten Schwierig- 
keiten zu iiberwinden, andererseits aus Interesse an der Erscheinung 
selber, die in gewissen Punkten von dem Bild abweicht, welches die 
angefiihrten Arbeiten fiir das Warmbliiterherz ergeben haben. Die 
Herzwirkung einer Substanz, die sich reichlich im Herzgewebe selber 
vorfindet, hat nicht nur pharmakologisches Interesse®, insbesondere, 
wenn diese Substanz so vielfaltige Wirkungen entfaltet und physiologische 
Funktionen zu haben scheint, wie sie sich fiir das Adeninnucleotid und 
seine Diphosphorséure ergeben haben. 

1 Pohle, Zeitschr. f. Physiol. Chem. 184, 261; 185, 281, 1929. 

2 ALN. Drury u. A. Szent-Gyérqgyr, Journ. of Physiol. 68, 213, 1929. 

3 Drury, zitiert nach Ronas Ber. 54, 648, 1931; 58, 403, 1931. 

4 Rothmann, Klin. Wochenschr. 1931, Heft 2; Arch. f. allgem. Pathol. 
u. Pharm. 155, 129, 1930. 

5 Rigler u. Schaumann, Klin. Wochenschr. 10, 1738, 1950; Verh. d. 
Deutsch. Ges. f. inn. Med., 42. Kongr.-Ber , 5. 159, 1930. 

6 Diese Wirkungen sind natiirlich haufig an Organextrakten beobachtet, 
die Adeninnucleotid oder Adeninnucleotidphosphorséure enthalten, vgl. ins- 
besondere die Arbeit von Zipf und Wagenfeld, Schmiedebergs Arch. 150, 
70 u. 91, 1930, auf die wir erst nach Fertigstellung des Manuskripts auf- 
merksam gemacht worden sind. (Nachtrag b. d. Korrektur.) 
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II. 

Uber die Beziehung der bei Herztatigkeit auftretenden Ammoniak- 
hildung zu der durch mechanische Zerst6rung auslésbaren, haben wir 
uns durch folgende Versuche orientiert : 

Es wurde die Ammoniakbildung wahrend einer Reihe von 19 bis 
24 Stunden beobachtet, darauf die Herzen zerrieben und nach einer 
Zeit, nach welcher erfahrungsgemaB die Ammoniakbildung zum Still- 
stand gekommen ist, der Ammoniakgehalt im Herzmuskelbrei bestimmt. 


r 


Die Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Gewicht Arbeitszeit Gebildete Gebildete PR Dn Trauma- 
Protokoll- des des N H,-N- NH,-N- Ammoniak- _ tische NH;- 
nummer Herzens Herzens Menge Menge bildung N-Bildung 
mg Std. mg mg-°}» Std. mg-? » 
3 184 23 0,024 13,3 11/, 4.5 
5 200 19 0,025 12,5 3 5.5 
6 130 19 0,013 10,0 3 58 
7 140 24 0,029 20,7 3 5,7 


Die erhaltenen ,,Dreistundenwerte*’ ergeben einen Mittelwert von 
5,66 mit sehr geringer Streuung. Sie sind nur wenig kleiner als der 
Mittelwert der postmortalen Ammoniakbildung aus den Wintermonaten 
(6,2 4. 0,4 mg-°%). Die Bildung von 10 bis 20 mg-°,, Ammoniak- 
Stickstoff hat also die — traumatisch-postmortale — ammoniakbildende 
Substanz gar nicht, oder nur sehr wenig vermindert. DaB die Ammoniak- 
bildung im zerriebenen Herzmuskel nun noch sehr wenig fortschreitet, 
wurde auch fiir die Wintermonate in folgendem Versuch (16. Marz) 
festgestellt: je drei Froschherzen werden mit wenig Wasser und Quarz- 
sand zerrieben und bei 10° die eine (I) Portion 31/, Stunden, die andere 
61/, Stunden stehengelassen. Die erste (1) enthalt 6,47 mg-°,, NH,-N, 
die zweite (I1) 6,93 mg-°,. 

Il. 

Die Beziehung der Herzmuskelpurine zur traumatisch-post mortalen 
Ammoniakbildung wurde an Kaninchenherzen in folgender Weise 
untersucht, wobei die hier mitgeteilten Versuche zunachst orientierenden 
Charakter haben und weiter fortgesetzt werden. Herzen frisch ge- 
téteter Kaninchen wurden entweder mit Trichloressigsdéure schnell 
zerrieben (Anfangswert I) oder aber mit wenig Wasser und Quarzsand 
zerrieben (traumatisch-postmortaler Wert II). Beide Portionen wurden 
4 Stunden bei 11°C gehalten; Portion I] ebenfalls mit Trichloressigsaure 
gefallt, und beide genau in der gleichen Weise verarbeitet, wie dies von 
Parnas' fiir Muskelammoniak und Purine angegeben worden ist : es wurde 


1 Parnas, diese Zeitschr. 206, 16, 1929. 
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also in einem aliquoten Teil des wiasserigen Auszuges das Ammoniak 


bestimmt, in demselben Auszug die mit Uranylacetat fallbaren Purine 


(Fraktion A), die durch dieses Reagens nicht fallbaren (Fraktion Is 
und dann die im Trichloressigsiureniederschlag enthaltenen Purine 
(Fraktion C) gesondert bestimmt. In den einzelnen Purinfraktionen 
wurde nach Abtrennung der durch Ammoniak fallbaren Kérper (Guani: 

der durch Pikrinsaéure fallbare Adeninstickstoff und der nicht fallbare 
Oxypurinstickstoff bestimmt. Anstatt der ammoniakalischen Silber. 
fallung der Purine ist eine zweite Ariiger-Fallung vorgenommen worden 
Das Ergebnis dieses Versuchs gibt die Tabelle II wieder. 


Tabelle IT. 








Ammoniak I: 2.3 mg-°/9 N Ammoniak II: 7,8 mg-°/9 N 
. , ‘ Oxy- ’ Oxy- 
Guanin Adenin purine | Summe = Guanin Adenin purine = Sum 
mg-";5 mg-°/» mg- mg-° 9 mg-"'9 nmg-" » mg- mg 
. N N N : 
Fraktion A Dy 6.6 3,0 11,3 1,6 1,8 3.4 
B 1,2 3,1 4.3 2,1 2.5 10,1 14.7 
n Cc 1,9 4,2 13,2 19,3 he 1,2 14.9 17.8 
4.8 10.8 19.3 34,9 5.4 3.7 26,8 35,9 
Ammoniak II eae Oey alae tal eM ie hs a Palo! Were ete ree 5,5 
41.4 
Purin-N summarisch bestimmt 
] II 
mg-° 9 N mg-°/9 N 
le a a ere 10,0 3.4 
” B. Benoa ten sacar ele 2,5 11,9 
De ae Se ae eee 20,8 19,0 
32,3 34.3 


Bei der Deutung dieser Resultate méchten wir nur auf diejenigen 
Beziehungen hinweisen, die uns wahrscheinlich erscheinen, weil die 
Zahlen fiir Portion I und II so 
es scheint durch die postmortal-traumatischen Vorginge so gut wie alles 
Adenin aus dem Nucleotidzustand verschwunden zu sein, um teils in 
Oxypurine, teils in nicht mehr mit Uranylacetat fallbare Verbindungen 


wesentlich voneinander abweichen 


iibergegangen zu sein. Man kann diese Umwandlungen als Desaminierung 
einerseits, Dephosphorylierung andererseits bezeichnen und mu die 
Prazisierung und Aufklarung weiteren Versuchen iiberlassen, die zweck- 
maBig an gréBeren Herzen auszufiihren sein werden. Es sei hiet 
aber hervorgehoben, da am Skelettmuskel unter diesen Versuchs- 


bedingungen keine Dephosphorylierung zu beobachten ist. Fiir die 


Verschiedenheiten des Abbaues derselben Nucleotide in verschiedenen 
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emander sehr nahe stehenden Organen verschiedener Tiere sind in den 
klassischen Arbeiten der Schule von Walter Jones zahlreiche, wohl- 
kannte Analogien vorhanden. 


Ahnlichkeiten der Zusammensetzung des Froschherzen und 
Kaninchenherzen vorausgesetzt und bei nachgewiesen = alhnlicher 
traumatisch-postmortaler Ammoniakbildung ist jedoch der gesamte 
Adeningehalt viel zu gering, um ein Adeninderivat als Muttersubstanz 
des Ammoniaks ansehen zu kénnen. Unsere Zahlen fiir das Adenin- 
nucleotid weichen von den Werten nicht wesentlich ab, welche Drury 
und Szent Gydrgyt auf Grund der pharmakologischen Auswertung 
schatzen. Nach jenen Schatzungen ergibt sich ein Adeninnucleotid- 
N\-Gehalt von 9,6 mg-°,,, wahrend wir in dem Trichloressigsiureauszug 
6,6 mg-°,, finden, wobei alle Fehlerquellen unserer Bestimmungen in 
Minus gehen. Sowohl die Werte von Drury und Szent Gydrqyi als 
auch die unseren sind fiir die Erklirung der Bildung von iiber 5 mg-°,, 
Ammoniak unzureichend. 

IV. 

Die Wirkung und die Umwandlung des Adeninnucleotids an iiber- 
lebenden Froschherzen wurde an iiberlebenden, an Straub-Fiihnerschen 
Kaniilen schlagenden Herzen studiert. Die Versuchsbedingungen, die 
angewandten Praparate und Gerate 
seien hier kurz beschrieben. 

Wir verwenden eine gerade, aber 
weite Kaniile (15mm Durchmesser) 
mit scharfem Ansatz des engen Teiles, 
der auch so weit als nur médglich 
gehalten ist. In den spéateren Ver- 
suchen wurde sowohl die Tatigkeit des 
Vorhofs wie der Kammer registriert. 
Bei Anfertigung des Praparats wurde 
zi diesem Zwecke nach der Ein- 
fiihrung der Kaniile in die Herzkammer 
und Einbindung der Aorta das Herz 
hochgehoben und die Vena cava ab- 








gebunden und abgetrennt. Der Faden 
diente dann zur Ubertragung der Vor- 
hofbewegung auf einen leichtenSchreib- 


hebel; dieser Faden wurde durch eine C 
Offnung in der Seite des MantelgefaBes sn 
iiber eine kleine Rolle auf den Hebel gg 








iibertragen. Die Kontraktionen des 
Vorhofs und des Ventrikels wurden Abb. 1. 
in gleichem MaBe vergréBert. 

In Froschherzen, die an der Straubschen Kaniile schlagen. scheint 
das Atrioventrikularostium nicht genau zu schlieBen, was schon daraus 
hervorgeht, da’ an ,,empfindlichen‘t Herzpriparaten, die vom Vorhof 
ausgehende Wirkung des Adeninnucleotids nach seiner Einfiihrung durch 
die Kaniile in das Ventrikel schon nach wenigen Sekunden einsetzt. 
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Wir haben folgende Praparate von Adeninnucleotiden untersuc} 

1. Tierisches Adeninnucleotid, dargestellt nach der Vorschrift von 
Embden und Zimmermann aus Kaninchenmuskeln. 

2. Tierisches Adeninnucleotid, dargestellt nach der Vorschrift) von 
Hoffmann aus Schweineblut!. 

3. Adeninnucleotid-Pyrophosphorséure aus Muskeln, nach Lohman) 

4. Adeninnucleotid von Jones und Kennedy aus Hefenucleinsiure 
dargestellt nach der Permanganatmethode von Jones?. 

5. Adeninnucleotid aus Hefenucleinséiure, welches uns von der Firma 
Dr. G. Henning, Berlin, zur Verfiigung gestellt worden ist. 

Die Beobachtungen an Warmbliiterherzen von Drury und Szent 
Gyérqgyi lassen sich kurz folgendermaBen zusammenfassen : 

Bei intravendéser Injektion bewirken Bruchteile eines Miliigramms Adenin- 
nucleotid bei Meerschweinchen einen kurzen Herzblock, bei der Katze ergeben 
50mg eine voriibergehende Sinusbradykardie, beim Kaninchen erst 100 und 
mehr mg. Beim Hunde wird eine Sinusbradykardie und eine Uberleitungs- 
stérung gefunden. Adenosin und auch Adeninnucleotidphosphorsaure wirkt 
sehr &hnlich. Die Wirkung ist vom Vagus unabhangig, sie bleibt auch nach 
vollstandiger Atropinisierung erhalten. Das Adeninnucleotid aus Hefe- 
nucleinséiure wurde wnwirksam gefunden, dagegen wurde kein Wirkungs 
unterschied in den Adenosinen aus beiden Nucleotiden beobachtet. Als 
auch in praktischer Beziehung besonders wichtige Wirkung des Adenosins 
und des Adeninnucleotids ist noch die spater von Drury’ ausfiihrlich studierte 
Erweiterung der CoronargefaéBe zu nennen. 

Wenn zu einem an der Kaniile schlagenden Froschherzen die 
minimale wirksame Menge Adeninnucleotid oder Adeninnucleotid- 
pyrophosphorsaure hinzugefiigt wird, so sieht man folgendes Verhalten: 
nach einigen oder einigen zehn Herzschlagen, die in bald verlangsamtet 
Folge, aber in véllig regelmaBigem Rhythmus erfolgen, kommt es, 
unter Dehnung des Vorhofs, zu einem diastolischen Stillstand, der nach 
der letzten Ventrikelkontraktion erfolgt. Je nach der Empfindlichkeit 
des Herzens — dariiber wird im folgenden ausfiihrlicher die Rede sein 
wird dieser Effekt von der minimalen Dosis 10—* y in 1 cem Ringer- 
lésung bis zu 100 y hervorgerufen; in einem gegebenen Zustand des 
Herzens ist die GréBe der minimalen wirksamen Dosis definiert, in- 
dessen mit der folgenden Einschrankung: unmittelbar nach Auswirkung 
und Ausspiilung der wirksamen Adeninnucleotidmenge ist eine etwas 
groBere Menge notwendig, um den gleichen Effekt auszulésen; es 


1 Wir verdanken die Praparate unter 1. und 2. Herrn Dr. Mozotowski und 
Frl. Dr. Mroczkiewicz. Die Identitaét beider Nucleotide gegeniiber der Muskel- 
desaminase ist in einer Arbeit von UU’. Mroczkiewicz aus diesem Laboratorium 
nachgewiesen worden. Ein anderes Préparat von Adeninnucleotid aus 
Kaninchenmuskeln, sowie Adeninnucleotidpyrophosphorséure verdanken 
wir Herrn Doz. Dr. C. Lohmann, Heidelberg. 

2 W. Jones, Nucleic Acids, 2. Aufl., S. 115. Wir verdanken die Her- 
stellung des Praéparats weil. Herrn Dr. Motylewski. 

3 Drury, Journ. of Physiol. 68, zitiert nach Ronas Ber. 58, 403, 1931. 
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besteht eine Zeitlang ein refraktires Verhalten. Wenn man also durch 
lu-* y den Herzstillstand hervorgerufen hat und nach Ausspiilen des 
Herzens mit Ringerscher Lésung wieder normale Schlagfolge erreicht 
hat, so wird man nach einer Stunde denselben Effekt mit derselben 
Dosis erreichen; nicht aber nach 5 oder 10 Minuten. Dasselbe gilt 
auch fiir weniger empfindliche Herzpriparate: so z. B. in dem Ver- 
such 29b, Abb. 2 A, B und E, D. 


Abb. 2 
Versuch 30a, vom 4. Marz, Eskulenta. 
18°. Vorhof und Kammerregistrierung 
Nacheinanderfolge von 1 bis 6, mit 
etwa einer Stunde Unterbrechung 
zwischen den dargestellten Perioden 
Bei A: 1 y Adeninnucleotid aus Muskeln 
Bei B: 0,1 y desselben. BeiC: ly Ade- 
ninnucleotidpyrophosphorséure. Bei D 
1 y Adeninnucleotid aus Schweineblut 
Bei E: 1 y Adeninnucleotid aus Hefe- 
nucleinsiure. Bei F: 1 y Adeninnucleotid 
aus Hefenucleinsiure (Henning). Zeit- 
abschnitte: 10 Sekunden. 





Nach einem Stillstand, der z. B. in Versuch 26,1 (Abb. 3) nach 
einer Dosis von 6,5.107~*y Adeninnucleotid 31/, Minuten gedauert 
hat, kommt eine Kontraktion, die ganz regelmaBig vom Venensinus 
ausgeht; nach einer kurzen Zeit (hier 15 Sekunden) die nachste, nach 
weiteren 10 Sekunden die dritte usw., in langsam  beschleunigter 
Schlagfolge wird wieder der urspriingliche Rhythmus erreicht. 

Niemals haben wir eine isolierte Vorhofs- oder Ventrikelkontraktion 
beobachtet, aber verlangsamte Uberleitung kommt wohl vor. Das 
Wiedereintreten einer normalen Schlagfolge wird durch Ausspiilen 
des Herzens mit Ringerlésung beschleunigt, und man sieht dann ein 
schnelleres und starkeres Schlagen als vor der Behandlung mit Adenin- 
nucleotid. 

Gibt man Dosen, die fiir das gegebene Herzpraparat kleiner sind 
als die zum Stillstand fiihrende Minimaldosis, so beobachtet man nur 
eine voriibergehende Verlangsamung der Schlagfolge (z. B. Versuch 30a, 
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Abb. 2 B), oder gar kein 
Wirkung (z. B. Abb. 3 
A, B). Gibt man dagege; 
gréBere Dosen, so bewirk 
dieselben im allgemeine: 
eine Vergr6éBerung de 
Dauer des Stillstandes und 
Verlangerung der nac! 
folgenden Pausen, im Ve) 
haltnis zur kleineren Dosis 
immer aber erfolgt ei 
Wiedererwachen der Herz. 
tatigkeit, manchmal auc! 
nach einem langeren Still 
stand bis 20 Minuten. 

Fiir das Bild des Still- 
standes ist charakteristisc| 
daB der Vorhof — wir beob-. 
achten hier nur den rechter 
Vorhof vollig gelaihmt 
ist: er ist weit tiber dir 
physiologischen — Verhilt 
nisse gedehnt, auch bei 
ringem Druck von weniger 
als 1 cm Wassersaule. Wenn 
der Herzstillstand mehrere 
Minuten gedauert hat und 
die Zeit naht, bei welche 
bei dem betreffenden Pra 
parat und Dosis ein Wieder. 
erwachen der Herztiatigkeit 
zu erwarten ist, dann ge- 
niigt es, wenn ein wenig 
von der Fliissigkeit ab- 
gehoben wird, die in der 
Kaniile steht, um die erste 
Svstole auszulésen, nac! 
welcher sich der Vorhof all- 
mahlich entleert, indem e1 
seinen normalen Tonus 


besonders hervorgehoben, daB in der 


Reize weder am Vorhof 


noch an der Kammer Systolen auszulésen vermégen. Die Systolet 
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des Vorhofes und der Kammer sind, solange das Herz unter der Wirkung 

les Adeninnucleotids steht, deutlich verlangsamt; Uberleitungs- 
storung vom Vorhof zur Kammer konnten wir mit Hilfe der uns zur 
Verfiigung stehenden Mittel nicht beobachten. 

Wir haben auf die in weiten Grenzen schwankende Empfindlich- 
keit der Froschherzen gegeniiber dem Adeninnucleotid hingewiesen. 
Wovon sie abhangt, dariiber konnten wir nur folgendes feststellen : 
Im isolierten Froschherzen nimmt die den Herzstillstand bewirkende 
Dosis Nucleotid mit der Uberlebensdauer sehr stark ab. Dies zeigt 
besonders der Versuch 30 vom 4. bis 6. Marz: Ein Herzpraparat von 
einer Eskulenta wird am 4. Marz, 16 Uhr, angefertigt, um 17 Uhr 
zeigt es nach ly Muskeladeninnucleotid Stillstand fiir 65 Sekunden; 
im Laufe desselben Nachmittags wird es mit denselben Quantitaten 
\deninnucleotid aus Hefenucleinséiure, Adeninnucleotid aus Blut, 
Adeninnucleotid aus Hefenucleinséiure (Henning) gepriift und reagiert 
immer in der gleichen Weise, dagegen bewirkt 10~' y des Muskeladenin- 
nucleotids nur eine deutliche Bradykardie; 1,3 y Adeninnucleotid- 
pyrophosphorsaéure zeigt keine Wirkung. Am 5. Marz zeigt dasselbe 
Herz nach 10~! y Muskeladeninnucleotid den typischen Stillstand, und 
ebenso wirkt die gleiche Menge Adeninnucleotid aus Hefenucleinsaure 
zweimal); dagegen ist 10~?y Muskeladeninnucleotid wirkungslos. 
\n demselben Tage nachmittags, um 16 Uhr 30 Minuten, bleibt das 
Herz nach 10~*y Muskeladeninnucleotid stehen, nicht aber nach 
10-3 y; diese letzere Dosis erweist sich aber am 6. Marz um 10 Uhr 
15 Minuten vormittags wirksam. Durch Adeninnucleotid aus Hefe- 
nucleinsaure lie sich am 5. Marz nachmittags in Mengen von 10~? y 
ind am 6. Marz in Mengen von 10~* y nur eine deutliche Bradykardie 
hervorrufen. Solche Zunahmen der Empfindlichkeit haben wir regel- 
maBig beobachtet!, doch ist bei Herzen, welche nach Herstellung des 
Priiparats erst auf 100 y reagieren, in der Uberlebenszeit eine Zunahme 
der Empfindlichkeit, wie in dem angefiihrten Experiment nicht zu 
erreichen. 

Der EinfluB der Temperatur auf die Adeninnucleotidwirkung war 
in unseren Versuchen am Foschherzen anders als bei Drury und Szent 
(ryorgyt an Warmbliiterherzen: mit Abnahme der Temperatur fiel die 
Empfindlichkeit ganz bedeutend. Wir haben davon in solchen Versuchen 
Gebrauch gemacht, in welchem es uns darauf ankam, das Herz méglichst 
groBe Mengen Adeninnucleotid bewaltigen zu lassen. Die Versuche, 
in welchen wir die Wirkung des Adeninnucleotids priiften, wurden bei 
I8 bis 20°C ausgefiihrt. 


! Vielleicht spielt darin auch die zunehmende Insuffizienz des Ostiums 
eine Rolle. 
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Es ist interessant, die Menge des wirksamen Adeninnucleotids jj 
dem Gehalt dieser Substanz im Herzmuskel zu vergleichen. Falls de 
Gehalt im Froschherzen ahnlich sein sollte, wie in den untersuchien 
Warmbliiterherzen, so ware fiir ein Herz von 100 mg Gewicht ein 
Gehalt an Adeninnucleotid von 30 bis 50 y anzunehmen. Dieser Wert 
liegt also nahe den Mengen, welche die refraktarsten Herzen zum Still. 
stand zu bringen vermégen. Dafiir, daB die Zunahme der Empfindlich 


. eo . + . 
keit des iiberlebenden Herzens mit der Uberlebensdauer auf eine Abnah me 


des Adeninnucleotidgehalts zuriickzufiihren ware, fehlen Anhaltspunkte 
Dagegen deutet das ganze Vergiftungsbild, insbesondere das der Er- 
holung, und das Bestehen einer Refraktarzeit nach jeder Vergiftung 
darauf hin, daB das Wesen der Giftwirkung mit einem Ausgleich de: 
Konzentrationen, und zwar nach einer bestimmten Richtung hin, zu- 
sammenhangt. Dann ware es aber vorstellbar, da die Zunahme der 
Empfindlichkeit mit Schwankungen der Permeabilitaéten zusammen. 
hangen kénnte. 

Wir werden im folgenden zeigen, daB die Reaktion des Herzen: 
auf das Adeninnucleotid aus zwei deutlich zu trennenden Vorgangen 
zusammengesetzt ist. Zuerst vermag das Herz seine Tatigkeit bei der 
gegebenen Konzentration des Adeninnucleotids in der Nahrfliissigkeit 
wieder aufzunehmen und dieser Vorgang ist in dem Bruchteil einer Stunde 
vollendet. Dann aber wirkt das Herz auf das Gift so ein, daB nac! 
Stunden die Nahrlésung kein Adeninnucleotid mehr enthalt. 

DaB die Wirkung des Adeninnucleotids von Vagusendigungen und 
Ganglien unabhangig ist, geht daraus hervor, daB weder Atropin noc! 
Nicotinvergiftung einen EinfluB auf die Adeninnucleotidwirkung hat 
DaB die Wirkung von den gewohnlich in Betracht gezogenen Ernahrungs- 
vorgingen des Herzens unabhangig ist, geht daraus hervor, daB sie i1 
Ringerlésung mit und ohne Glucose auftritt und vom Zusatz vor 
Phosphaten, auch an lange iiberlebenden Herzen unabhangig auftritt 
Auch die Schwankungen der Wasserstoffionenreaktion, wie man sit 
im Versuch an isolierten Herzen mittels Phenolrot beobachtet, be- 
einflussen das Vergiftungs- und Erholungsbild nicht. 

Uber die Wirkung der von uns untersuchten Priiparate ergibt sic! 
folgendes: Zwischen den Nucleotiden aus Muskeln und aus Blut besteht 
kein Unterschied; zwischen Muskelnucleotid und Nucleotid aus Hefe- 
nucleinséure scheint ein sehr kleiner Unterschied in der Wirksamkeit 
an den allerempfindlichsten Herzpraparaten und den kleinsten Dose 
bemerkbar zu sein. Wenn Muskelnucleotid in Konzentration von 10~ 
bis 10~%y einen Stillstand bewirkt, ergeben dieselben Mengen les 
Priparats aus Hefe nur eine bedeutende Bradykardie. Das Froschherz 


reagiert in unseren Versuchen gegeniiber dem Adeninnucleotid von 
Jones und Kennedy anders als die Warmbliiterherzen in den Versuche: 
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von Drury und Szent Gyorgyi; denn diese Autoren fanden dieses Adenin- 
nucleotid unwirksam. Gegeniiber Adeninnucleotidpyrophosphorsaure 
ws Muskeln, die als Natriumsalz in Mengen gepriift wurde, welche 
len Nucleotidmengen aquivalent waren, erwiesen sich die gleichen 
Herzpraparate weniger empfindlich als dem Nucleotid gegeniiber. 

Wir haben das Bild der Wirkung geschildert, wie es an Eskulenten- 
herzen auftritt. die sich in der Regel kurze Zeit nach Anfertigung des 
Priparats durch 10 bis | y zum Stillstand bringen lassen. An solchen 
Herzen sieht man dann nur die Verlangsamungseffekte und den 
liastolischen Vorhof und Kammerstillstand, die HGhe der Kontraktionen 
wird durch das Gift nicht beeinfluBt. An Praparaten, besonders von 
Rana arvalis haben wir dagegen oft ein atypisches Verhalten gesehen, 
lh. geringe Empfindlichkeit und Herabsetzung der systolischen 
Zuckungshé6he der Kammer. Wir haben dieses Verhalten bis jetzt 
nicht naher analysieren kénnen. 

Wenn ein Herz nach zwei- bis dreitigigem Uberleben nur noch 
Sinus- und Vorhofkontraktionen zeigt, die Kammer aber stillsteht, so 
bewirkt Adeninnucleotid einen Vorhofstillstand, auf welchen nach der 
vewOhnlichen Zeit ein Wiedererwachen der Herztiatigkeit folgt, mit der 
iber jetzt eine schwache Kammertitigkeit verbunden ist. 


V. 

Die Reaktion des Herzmuskels auf das Adeninnucleotid besteht 
ius mindestens zwei Vorgangen: der eine besteht darin, da} das Herz 
bei praktisch unverandertem Gehalt der Nahrfliissigkeit an Adenin- 
nucleotid seine Tatigkeit wieder aufzunehmen und auf normale Frequenz 
m bringen vermag; dieser Vorgang hangt vielleicht mit einem Aus- 
gleich von Konzentrationen zusammen, deren Ungleichheit die Gift- 
wirkung bedingte. 

Der zweite Vorgang besteht in einer Veranderung des Nucleotids 
durch die Wirkung des Herzmuskels. Nach dem Verlauf von wenigen 
Stunden ist die Nucleotidwirkung aus der Nahrlésung verschwunden, 
ind zwar ist das Gift nicht dadurch unwirksam geworden, daB ein 
hemmender Stoff aus dem Herzen in die Nahrfliissigkeit gelangt ist, 
sondern dadurch, daB die urspriinglich wirksame Substanz nicht 
mehr darin vorhanden ist. 

Der Nachweis, daB im Moment der Wiedererlangung der normalen 
Herztatigkeit das Nucleotid praktisch unverandert in der Nahrfliissig- 
keit vorhanden ist, wurde auf folgendem Wege erbracht. Die wirk- 
same Nucleotidmenge wurde in die Nahrfliissigkeit gebracht, der 
Herzstillstand beobachtet, und nachdem die Herztatigkeit wieder 
zur normalen Frequenz zuriickgekehrt war, die Fliissigkeit soweit 


als méglich abgehoben und aufbewahrt (Fliissigkeit A). Das Herz 
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wurde mit Ringerlésung ausgewaschen und nach einer halben Stuick 
wieder auf seine Empfindlichkeit mit derselben Dosis Adeninnuclecti 


z. B. ly — gepriift. Naci 
beobachtetem Effekt wird da, 
Herz ausgewaschen und nac! 
einer halben Stunde  nac! 
moglichster Entleerung 
Nahrlésung die Fliissigkeit 4 
hineingebracht. Es erfolgt 
dann Herzstillstand, und das 
Erholungs- und Vergiftungs 
bild entwickelt sich, wie h¢ 
der Vergiftung mit reinen 
frischen Adeninnucleotid. 
geht daraus hervor, dab in 
Verlaufe der normalen &) 
holung das Herz zur normale: 
Tatigkeit wiederkehrt, obwo! 
die Nahrfliissigkeit das Gift 
in einer Konzentration ent 
halt, welche dasselbe Her 
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lésung zum Stillstand bringt 
Diese Erscheinung  vermag 
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Nucleotidkonzentrationen _ ii 
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Die Nucleotide von Hoffman) 
Embden und von Jones un 
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Stunde spéter erweist sich | y desselben Nucleotids unwirksam, in einem 
wiederholten Versuch ebenso, dagegen bringt 10 y einen Stillstand von fast 
) Minuten zustande (Abb. 3C). Nachdem das Herz wieder mit Ringerlésung 
jormal schlagt, wird nach weiteren 3 Stunden die Ringerlésung durch die 
Fliissigkeit N ersetzt: es erfolgt nicht einmal eine Verlangsamung; nach 
, Stunde werden dann 10 y desselben Adeninnucleotids zugesetzt es er- 
folgt Stillstand fiir 2 Minuten und normale Wiederkehr zur Tiatigkeit 

Durch den 15-stiindigen Kontakt mit dem arbeitenden Herzen 
iat die Nahrlésung also sicher mehr als 90°,, wahrscheinlich aber 
les von ihrer Wirksamkeit eingebiiBt. Diese Nahrlésung kann, 
wenn sie zum zweitenmal ins Herz gebracht wurde, durch Verdiinnung 
durch die in diesem Herz verbleibende Ringerlésung nicht mehr als 
uf das Anderthalbfache verdiinnt worden sein. Dab ihre Unwirksam- 
keit nicht durch Stoffe bewirkt sein kann, welche vom Herzen an die 
Fliissigkeit abgegeben sind und durch ihre Anwesenheit die Nucleotid- 
wirkung hemmen, geht daraus hervor, dab eine zehnfach kleinere 
Nucleotidmenge als die darin urspriinglich enthaltene, das Herz zum 
Stillstand bringt, wenn sie zur veranderten Nahrlésung zugesetzt 
wird. Es ist folglich am Nucleotid eine Anderung vollzogen. Entweder 
ist es an das Muskelgewebe gebunden, oder aber chemisch umgewandelt 
worden. Dieselbe Umwandlung haben wir auch am Adeninnucleotid 
ius Hefenucleinsiure beobachten kénnen, bei dem wir sie eigentlich 
nicht erwartet haben. 

Unter den Veranderungen, die hier in Betracht zu ziehen sind, 
kommt die Dephosphorylierung als Erklarung dieses Verhaltens nicht 
in Frage, weil nach den Versuchen von Drury und Szent Gyérqyi 
das Adeninnucleosid mindestens ebenso wirksam ist wie das Nucleotid. 
Eher schien eine Desaminierung den Verlust der Wirksamkeit zu er- 
klaren. 

Wir haben versucht festzustellen, ob eine Zunahme der Desami- 
nierungen nach Zusatz von Adeninnucleotid stattfindet. Dies ist nicht 
ganz leicht festzustellen. Wenn man 100 y Adeninnucleotid zu einem 
schlagenden Herzen zusetzt, so kann daraus, in etwa 12 bis 15 Stunden, 
bei v6lliger Desaminierung, 4 y NH, N abgespalten werden. In dieser 
Zeit hatte das Herz ohne Zusatz Ammoniak in der GréBenordnung 
von 10 y gebildet. Der zu erwartende Ausschlag ware also unbedeutend. 

Wir haben ihn in kiirzeren Versuchen festzustellen gesucht. Es 
wurde das an die Fliissigkeit abgegebene Ammoniak in einem Herzen 
wihrend 2!/, Stunden oder von 4 Stunden bestimmt, dann Adenin- 
nucleotid zugefiigt und nach derselben Zeit wieder das an die Fliissig- 
keit abgegebene Ammoniak bestimmt. Der Ammoniakgehalt des 
Nucleotids, der Ringerschen Fliissigkeit, wurde beriicksichtigt. Wir 
haben gefunden, daB die Ammoniakbildung nach Adeninnucleotid- 
wirkung gr6Ber ist, und zwar um 60 bis 100°, héher als in der Vor- 
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periode. Die Werte waren z. B.: in der Vorperiode (150 Minuten 
1,2 y, in derselben Zeit nach Zusatz 100 y Nucleotid 2,47 y. Aus 100; 


Nucleotid hatten bei vollstandiger Zersetzung 4y NH,~— N entstele: 
kénnen. In einem anderen Versuch: in der Vorperiode (225 Minuten 


3y, nach Zusatz von Adeninnucleotid 4,8 y. Nimmt man diese Zahlen 


als orientierende Daten, die natiirlich erst einer Korrektur und Aus 
gleichung bediirfen, so ware im ersten Versuch in der Stunde 13 
im zweiten 12°, des Nucleotids desaminiert!. 

Man wird bei Uberlegung der chemischen Vorginge, bei welche: 
das Adeninnucleotid seine Wirkung verliert, auch andere Umsetzunge: 
in Betracht ziehen miissen. Nach Lohmann ist das Nucleotid im Herz 
als eine Diphosphorséureverbindung enthalten, die sich bei der Hydro 
lyse anders verhalt als die Adeninnucleotidpyrophosphorsaure des 
Muskels. Vielleicht wird das Adeninnucleotid oder auch die Adenin 
nucleotidpyrophosphorsiure im Herzen erst in diesem Gewebe eigen 
Pyrophosphatverbindung umgewandelt. 

Was die Wirkung des Adeninnucleotids und der Adeninnucleotid 
pyrophosphorsaure betrifft, so kann man nur soviel sagen, da es am 
isolierten Froschherzen als ein Potentialgift im Sinne Loewes? 
wirkt, daB es am Reizbildungspunkt im sinus venosus angreift und einen 
volligen diastolischen Stillstand der Vorhéfe und der Kammer bewirkt 
in schwacheren Dosen nur eine Verlangsamung. Als Potentialgift zeigt 
es sich darin, daB seine Wirkung voriibergeht, wenn sich ein Kon- 
zentrationsausgleich vollzogen hat. Eine ,,Adaptation’’ des Herzens 
an kleinere oder gréBere Nucleotidmengen vollzieht sich so bald, dati 
sie den langsamen ProzeB der chemischen Umwandlung der Substanz 
iiberdeckt, 

Wir kénnen die Wirkung des Adeninnucleotids wie Drury und 
Szent Gydrgyt nicht auf eine Desaminierung dieser Substanz zuriick- 
fiihren. Diese Autoren, die auf diesem Gebiete anscheinend nur die 
Arbeiten von Embden kennen, scheinen hier die Ansichten dieses Autors 
iiber die primare Rolle der Ammoniakbildung in der Muskelkontraktion 
aufs Herz zu iibertragen. Sie vergleichen auf Grund von Literatur- 
angaben die Leichtigkeit, mit welcher einzelne Adeninderivate im 
Gewebe desaminiert werden, und finden eine Parallelitaét zwischen 
dieser Leichtigkeit und der Wirksamkeit dem Herzen gegeniiber, wenn 
sie das Nucleotid, das Nucleosid und die Base selber vergleichen. [Es 
scheint uns zunaichst nicht richtig, die Verhaltnisse der Reaktions- 
geschwindigkeiten, wie sie am Gewebsbrei oder an Gewebsausziigen 


1 Wir legen natiirlich nicht den geringsten Wert auf die sich hit 
ergebende Ubereinstimmung. 
2 Ergebnisse der Physiologie 27, 114, 1928. 
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wstehen besondere Reaktionsbedingungen, 


truktur und das gegebene Ineinander- 


s 


creifen von Fermenten, Substraten und 


\ktivatoren bedingt sind. 


Jedenfalls spricht das Vergiftungsbild 


m Froschherzen, wie es unsere Versuche 


rgeben, gegen die Annahme, dab abge- 
spaltenes Ammoniak der wirksame Faktor 
ware oder gar, daB es die durch dieses 
bedingte Alkalinitat sein sollte, auch wenn 
man diese Wirkung auf besondere Punkte 
in dem Gewebe beschranken méchte. Denn 
lie Wirkung des Adeninnucleotids hért auf, 
wenn sich nach Minuten der Konzentrations- 
iusgleich zwischen dem Gewebe und der 
Nahrfliissigkeit vollzogen haben kann, jeden- 
falls wenn das Gefalle kleiner geworden ist. 
Sollte man annehmen, da® ein durch das 
Nucleotid bedingtes Stoffwechselprodukt 
die wirksame Substanz sei, so muBte man 
erwarten, dai die Wirkung ansteigt, und 
nicht, daB sie in der hier beschriebenen 
Weise aufhdért, bevor das Gift aus der Nahr- 


fliissigkeit verschwunden ist. 


Wir kénnen auch nicht mit Drury und 
Szent Gydrgyi, annehmen, dab eine Um- 
wandlung des Nucleotids seiner Wirkung 
vorausgehen miisse : an empfindlichen Herzen 
ist die Wirkung fast momentan: siehe z. B. 
Versuch 29, Abb. 5A, wo die volle Wirkung 
nach fiinf Schlagen eingetreten ist, oder B, 
nach sieben Schlagen. Die Herzwirkung 
des Adeninnucleotids, das im Herzmuskel 
selber sowie im Blut so reichlich ent- 
halten ist, erscheint weniger seltsam, wenn 
man in Betracht zieht, dais es im 
Blut in den Blutkérperchen als Pyrophos- 
phatverbindung  enthalten’ ist, und im 
Herzen wahrscheinlich als besondere 
Yon wo aus der Nucleotidbestand der 


erganzt wird, wissen wir nicht: und wenn 
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obachtet werden, auf das Gewebe selber zu tibertragen: denn dort 


die durch die Gewebs- 
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hosphorsiure 
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Blut und Herz stattfinden sollte, und zwar in Form des wit 
samen Nucleotids, so miibte noch ebensowenig eine Wirku: 
erwartet werden wie bei der Erganzung des Bestandes an Kaliu: 
ionen im Muskel und Herzen. 


Ob auf Grund der hier ermittelten Tatsachen dem Adeninnucleot 
eine Funktion in der Regulierung der Herztiatigkeit zugeschrieb: 
werden darf, und welche Beziehungen zu dem verwickelten Gebict 
der Herzhormone bestehen, das entzieht sich noch vorliufig unsere: 
Beurteilung. 
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™ Uber die Beziehungen des Glykogens zu Kreatin 
und Kreatinphosphorsiure im Kaninchenmuskel. 
Von 
Tatsunori Masayama und Otto Riesser. 


Aus dem Institut fiir Pharmakologie und experimentelle Therapie der 


Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 1. April 1931.) 


Vor kurzem hat Brentano! am hiesigen Institut in einer gréBeren 
‘ntersuchung und an Hand mannigfacher Experimente die wichtige 
heobachtung gemacht, daB die unter den verschiedensten Bedingungen 
ei Kaninchen auftretende Kreatinurie, d.h. die gesteigerte Aus- 
vheidung von Kreatin im Harn bei vermehrter Menge des Gesamt- 
xreatinins, stets von einer Verminderung des Muskelglykogens begleitet 
ist, und daB umgekehrt jede MaBnahme, die das Glykogen der Muskeln 
im Schwinden bringt, eine Kreatinurie hervorruft. Diese Entdeckung 
edeutet einen bemerkenswerten Fortschritt auf einem Gebiet, das, 
trotz seiner anerkannten Bedeutung fiir Physiologie und Klinik und 
trotz eines groBen Aufwandes wissenschaftlicher Untersuchung, bis in 
lie jiingste Zeit hinein an wirklich neuen Ergebnissen arm gewesen ist. 


Den ersten Ansto8 zu einer Neuaufrollung des Kreatinproblems gaben 
lie Entdeckungen von Eggleton und Eggleton® aus dem Jahre 1929 und 
hre Auswertung in den Forschungen besonders von Lohmann*® sowie von 
ehnartz*. In diesen Arbeiten wurde gezeigt, da das Muskelkreatin im 
ebenden Gewebe zu einem erheblichen Teil gebunden ist an Phosphor- 
siure und ferner, daB diese Verbindung, das Phosphagen, im Rahmen der 
lie Muskeltatigkeit begleitenden oder vielleicht sie bedingenden Vorginge 
lurch Aufspaltung und Wiederaufbau wesentlich beteiligt ist. Eine Wechsel- 


1 Brentano, Schmiedebergs Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 55, 
21, 1930. 

2 Eggleton u. Eggleton, Biochem. Journ. 21, 190. 1927; s. auch Journ. of 
Physiol. 68, 155, 1927; 65, 15, 1928; 68, 193, 1929. 

3 Lohmann, Literatur bei Meyerhof, Die chem. Vorgénge im Muskel. 
Berlin 1930, Jul. Springer. 

4 Lehnartz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 1, 1929. 
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wirkung des Phosphagenumsatzes mit dem Stoffwechsel des Glykogeis 
mute vermutet werden. Gerade im Hinblick auf die hier sich eréffnendey 
neuen Fragestellungen ist jedenfalls die Tatsache von Interesse, daB zwischen 
dem Schicksal des Muskelglykogens und der Bildung des Kreatins eny 
Beziehungen bestehen. Auch wird die Klinik ihr Augenmerk darauf richtey 
miissen, daB die bisher in keiner befriedigenden Weise zu deutende Kreat i, 
urie, wie sie bei manchen Krankheiten festgestellt wird, einen Hinweis 
auf gleichzeitige St6érungen des Glykogenumsatzes im Muskel zu geben 
vermag. Schon Brentano hat in seinen ersten Untersuchungen neben de! 
Bestimmung des Harnkreatins und Harnkreatinins sowie des Muske! 
glykogens die Analyse der Muskeln auf ihren Kreatingehalt beriicksichtigt 
Im weiteren Ausbau seiner Befunde iibernahmen wir die Aufgabe, dik 
Beziehungen zwischen Glykogen, Kreatin und an Kreatin gebundener 
Phosphorséure (Phosphagen) durch gleichzeitige Bestimmung dieser drei 
Substanzen im Muskel unter verschiedenen Bedingungen naher zu unte! 
suchen. 

Die Frage nach den Zusammenhangen zwischen Glykogen- und 
Phosphagenumsatz ist in neuerer Zeit mehrfach erértert worden. Sq: oli! 
Lundsgaard' und die Meyerho/sche Schule, als Lehnartz bei Embden 
neigen zurzeit zu der Ansicht, daB die Milchséurebildung aus Glykogen 
die Energie zum Wiederaufbau des bei der Muskeltatigkeit zerfallenden 
Phosphagens liefere. Diese Annahme setzt die anaerobe Restitution 
des Phosphagens voraus, da ja der Glykogenzerfall selbst anaerob ist. 
Zwar ist eine solche anaerobe Restitution des Phosphagens nach. 
gewiesen?, sie ist jedoch unvollkommen und erfolgt bei Gegenwart 
von Sauerstoff weit besser. Auch will es zu der erwahnten Theorie 
nicht recht passen, dab, wie wir in dieser Arbeit fiir die Muskeln des 
Kaninchens nachweisen und in einer anderen Veréffentlichung auc!. 
fiir Froschmuskeln bestatigen werden, beim normalen, nicht hungernden 
und unvergifteten Tier allemal Glykogen- und Phosphagengehalt de: 
Muskeln sich gleichsinnig verhalten, Milchsiure und Phosphagen aber 
gegensinnig. Es ist leicht ersichtlich, daB die oben erwahnte Hypothese 
eigentlich gerade das Gegenteil fordert. Olmsted* und seine Mitarbeite: 
haben auf Grund mehrerer Untersuchungen der Ansicht Ausdruck ge- 
geben, daB die Verainderungen des Glykogen-Milchsdureumsatzes ohne 
jede Beziehung zum Phosphagenumsatz seien. Unsere eignen in (lieser 
Arbeit niedergelegten Untersuchungen fiihten indes zu einem andere! 
SchluB. Wir glauben, dab diese Frage nur durch Untersuchungen am 
normalen Tier zu lésen ist, und da®B Anaerobiose, Hunger und die An- 


1 Lundsgaard, diese Zeitschr. 227, 51, 1930. 

2 Meyerhof u. Nachmansohn, ebendaselbst 222, 1, 1930. 

3’ Olmsted u. Mackler, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 26, 533, 192%: 
Ber. d. ges. Physiol. 52, 560, 1930; Olmsted, Mackler u. Simpson, Ame! 
Journ. of Physiol. 90, 464, 1929; Ber. d. ges. Physiol. 58, 489, 1930; Mac! 
u. Olmsted, Univ. Calif. Publ. Physiol. 7, 91, 1929; Ber. d. ges. Physiol. 54 
589, 1930. 
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wendung von Pharmaka vielfach gerade durch Stérung der normalen 
Stoffwechselvorginge das Bild eher verhiillen als klaren. 


Methodik. 


Alle unsere Untersuchungen sind an Kaninchen angestellt, fiir die 
durch die Arbeiten zahlreicher Forscher die Daten fiir den Kreatingehalt 
der Muskeln, die Kreatin- und Kreatininausscheidung sowie das Verhalten 
des Muskelkreatins unter wechselnden Bedingungen weitgehend bekannt 














} sind. Auch Brentano hat seine Untersuchungen an Kaninchen durchgefiihrt. 


In einer Reihe erster Versuche, bei denen wir noch von anderen Arbeits- 
zielen geleitet waren, haben wir an isolierten Muskeln der Kaninchen ge- 
arbeitet, die aus dem Korper des lebenden Tieres entnommen und in Locke- 
losung von 16 bis 17°, am isotonischen Hebel befestigt, teils mit, teils ohne 
Sauerstoffzufuhr einige Zeit gehalten wurden. Die Mehrzahl unserer Ver- 
suche betrifft indessen Muskeln, die frisch dem lebenden Tier entnommen 
und sofort in fliissiger Luft abgetétet, zerkleinert und sodann analysiert 
wurden. 

Die Technik der Analysen, wie sie am hiesigen Institut in zahlreichen 
Untersuchungen sich bewahrte, hielt sich streng an die von den maB- 


| gebenden Autoren gegebenen Vorschriften. 


Das Muskelglykogen wurde unter Einhaltung schnellster Arbeitsweise 
nach Frank und Foerster! bestimmt, das Phosphagen meist nach Lohmann ?, 
nur in wenigen Versuchen nach Lehnartz*, und das Kreatin im Trichlor- 
essigsaureextrakt nach Folin und Wu‘. 

Die Muskeln blieben jeweils 10 Minuten in fliissiger Luft und 
wurden danach im eisernen Morser unter fliissiger Luft gepulvert. Das 
gefrorene Pulver wurde sodann in geeigneten Mengen auf die GefaéBe 
verteilt, die mit Kalilauge fiir die Glykogenbestimmung oder mit Trichlor- 
essigsdure fiir die Bestimmung der Phosphorséiure vorgewogen waren. Auf 
sofortige griindliche Verteilung des Muskelpulvers in den Lésungen wurde 
besonders geachtet. Die GefaBe wurden sodann erneut gewogen und die 
Analyse gemaé8 den Vorschriften durchgefiihrt. Die zur Glykogenbestimmung 
dienenden kamen schnellstens in das siedende Wasserbad, die fiir die 
Phosphagenbestimmung vorgesehenen in Eis, worin sie unter sténdigem 
Umriihren 2 Minuten gehalten wurden. Es folgten Filtration in eisgekiihlte 
Reagenzglaser, Fallung der anorganischen Phosphorsaéure mit der Magnesium- 
mischung und die weitere kolorimetrische Bestimmung nach den bekannten 
Vorsehriften. Alle Analysen wurden durch Trockensubstanzbestimmungen 
erganzt und die gefundenen Werte auf die mittlere Ziffer von 22°, Trocken- 
substanz umgerechnet. 


I. Versuche an isolierten, itiberlebenden Muskeln. 


Im Atherrausch wurde den Tieren gema8 der Vorschrift von Riesser® 
der M. tibialis post. unverletzt entnommen und sofort am isotonischen 


1 Frank u. Foerster, diese Zeitschr. 159, 48, 1925. 
2 Lohmann, ebendaselbst 194, 308, 1928. 
3 Lehnartz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 19, 1929. 
Folin u. Wu, Journ. of Physiol. 38, 98, 1919; Rona, Praktik. d. 
physiol. Chem., Bd. 2. 
5 OQ. Riesser, Pfliigers Arch. 190, 137, 1921. 
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Hebel in Lockelésung von 16 bis 17° aufgehaingt. Unmittelbar dana 
wurde der M. tibialis ant. entfernt, in fliissiger Luft abgetétet und sof 
analysiert. Der isolierte M. tibialis post. blieb 2 Stunden in der Lock 
lésung, die in einem Teil der Versuche mit Sauerstoff durchperlt wurd 
wahrend dies in anderen unterblieb, um die Verénderungen bei mang: 
hafter Sauerstoffversorgung feststellen zu kénnen. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in der Tabelle I zusammen 
gestellt. RegelmaBig enthalt der isoliert gehaltene Tibialis post. wenige: 
Glykogen als der anticus, doch werden wir sehen, daB dieser Unterschied 
auch bei sofortiger gleichzeitiger Verarbeitung der beiden Muskeln vorhande: 
ist. Immerhin fallt auf, daB, wie zu erwarten, die Differenz bei den ohn 
Sauerstoff gehaltenen Muskeln gréBer ist. Weit starker macht sich der 
Mangel an Sauerstoff bei den Phosphagenwerten geltend. Der sauerstofi 
versorgte Muskel zeigt einen Mindergehalt von nur 10°,, der erstickt 
Muskel dagegen einen Verlust von 55°,. Die starke Abhangigkeit des 
Phosphagenaufbaues von der Sauerstoffversorgung geht daraus sel 
deutlich hervor. 


o 


°, Phosphagen 


Interessant ist das Verhaltnis ~~, Dieser Quotient wird 
°, Glykogen 


auch weiterhin unsere Aufmerksamkeit ganz besonders beanspruchen. Wi 
sehen, daB er fiir die Muskeln verschiedener Tiere keineswegs gleich ist. 
daB er aber bei dem in Sauerstoff gehaltenen isolierten Muskel nahezu 
unveréndert bleibt. wahrend er in den erstickten Muskeln stark absinkt. 
als Ausdruck dafiir, daB die Abnahme des Phosphagens unter diesen Be 
dingungen relativ viel gréBer ist als die des Glykogens. 


In einer zweiten Versuchsreihe, deren Ergebnisse in der Tabelle I! 
zusammengestellt sind, wurde der isolierte M. tibialis post. unter dauernde: 
Sauerstoffversorgung zweimal 10 Minuten mit einer Zwischenpause von 
30 Minuten gereizt. Die Reizung geschah direkt mit Einzelinduktions 
schlagen und mit der Frequenz von 60 pro Minute. Wiederum 
diente der M. tibialis ant., sofort entnommen, als Kontrolle. Die Muskeln 
waren mit 60g belastet und zeigten am Ende des Versuchs starke E1 
miidung. Nach Schlu8 der Versuchszeit wurde der Muskel, wahrend e1 
noch am Hebel befestigt war, durch Anheben eines kleinen, mit fliissige: 
Luft gefiillten Dewar-GefaBes abgetétet, gefroren und verarbeitet. In zweien 
der vier Versuche dieser Tabelle, Nr. 6 und 7, erhielten die Tiere 12 Stunden 
nach dem ersten Versuch eine Injektion von 1 mg Adrenalin pro kg Kérper- 
gewicht und 12 weitere Stunden spéter wurden die Muskeln des andere: 
Beines zum zweiten Versuch verarbeitet. 

Die Versuche 5 und 8 sowie 6a und 7a zeigen zunéchst an den Muskeln 
nicht vergifteter Tiere die erhebliche Abnahme des Glykogens bei det 
Arbeit, gleichzeitig aber auch eine starke Abnahme des Phosphagens. Di 
Menge der direkt bestimmbaren Phosphorséure blieb unveraéndert. 


Es ist nun besonders beachtenswert, daB beide Substanzen, das 
Glykogen und das Phosphagen, allemal im gleichen Verhaltnis abnehmen, 
so daB trotz der starken Veranderung der absoluten Werte der Quotient 
Phosphagen/Glykogen konstant bleibt. Bei den Kontrollmuskeln der mit 
Adrenalin behandelten Tiere finden wir die starke Abnahme des Muske! 
glykogens, die seit den Untersuchungen von Cori und Cori als Folge de! 
Adrenalinwirkung bekannt ist, und eine, allerdings weit geringere Ver- 
minderung des Phosphagens, so daB der Quotient nicht gleichbleibt 
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sondern ansteigt. In den arbeitenden Muskeln der Adrenalintiere, ver- 


schwindet dann der noch vorhandene Glykogenrest vollsténdig oder fast 
vollstandig, und das Phosphagen folgt diesem Abstieg. Damit sinkt der 
Quotient wieder. 

Es ist also bei diesen Versuchen bemerkenswert, da®SB ermiidende 
Arbeit eines isolierten Muskels bei guter Sauerstoffversorgung das Ver- 
haltnis Phosphagen/Glykogen unverandert l48t. wahrend Adrenalin allein 
schon diese Konstanz des Verhaltnisses durchbricht. 


Il. Kontrollversuche an normalen Tieren. 


Schon die zuletzt angefiihrten Adrenalinversuche, aber auch der Plan 
zu weiteren Experimenten machten es erforderlich, zu priifen, inwieweit 
die analytischen Daten fiir die beiden Tibialismuskeln unter normalen 
Bedingungen miteinander iibereinstimmen oder nicht, ferner, ob es zu- 
lassig ist, die an einem Tage entnommenen Muskeln der einen Seite gleich 
zu setzen den Parallelmuskeln, die 2 oder 3 Tage spiéiter entnommen werden, 
oder welche Unterschiede normalerweise in Rechnung zu setzen sind. 
Tabelle IIIT und IV geben eine Zusammenstellung der mit diesem Ziel 
durchgefiihrten Versuche, Tabelle V enthalt weiteres Material. 

Tabelle III bestatigt zunachst, daB der M. tibialis post. gleichzeitig 
mit dem anticus entnommen, meist weniger Glykogen enthaélt. Im Durch- 
schnitt aller Versuche liegen die Werte fiir Glykogen beim posticus um 
20°, unter denen des anticus. Nur in zwei von zehn Versuchen sind die 
Werte gleich, und in einem ist der Unterschied auBerordentlich groB. 
Wiederum ist hervorzuheben, daB in jedem einzelnen Versuch die Differenz 
der Phosphagenwerte der beiden Muskeln prozentual genau die gleiche ist 
wie die der Glykogenwerte. Der Durchschnitt der Phosphagendifferenz 
liegt also ebenfalls bei 20°,, und die Quotienten Phosphagen/Glykogen 
sind allemal fiir beide Muskeln gleich. 

In den Versuchen 17, 60 und 61 ist weiterhin gepriift worden, wie 
sich dieselben Muskeln des anderen Beines verhalten, wenn man sie 2 Tage 
spiter entnimmt als die Kontrollmuskeln. Dabei zeigt sich nun, daB die 
Werte sowohl fiir Glykogen wie fiir Phosphagen durchweg beim zweit- 
entnommenen Muskel niedriger sind als beim erst-entnommenen. Wieder 
aber sind beide prozentual vollkommen gleich verandert, so daS8~ der 
Quotient denselben Wert behalt. Es ist dies besonders auffallig im 
Versuch 17, in dem der eine Muskel, der posticus, eine ungewéhnliche 
Abnahme des Glykogens, aber eine genau so groBe des Phosphagens zeigt, 
so daB trotz der erheblichen Veranderung der absoluten Werte der Quotient 
unveraéndert geblieben ist. Die Abnahmen in den Versuchen 60 und 61, 
die innerhalb 48 Stunden auftreten, sind ungewéhnlich hoch. Wesentlich 
geringere Differenzen zeigen die Versuche der Tabelle IV, in denen das 
Gemisch beider Tibialismuskeln im Abstand von 2 Tagen untersucht wurde. 
Hier betrug der Unterschied im Durchschnitt 19,3°, fiir Glykogen und 
18,9°, fiir Phosphagen bei unveraénderter GréBe des Quotienten. 


DaB iiberhaupt eine Abnahme des Glykogens und der Phosphagen- 
phosphorséure im zweit entnommenen Muskel vorhanden ist, wird man 
auf die Narkose zuriickfiihren diirfen, die zur Entnahme der Muskeln er- 
forderlich ist und von der Brentano gezeigt hat, daB sie eine tiber mehrere 
Tage sich erstreckende Abnahme des Glykogens und gleichzeitig Kreatinurie 
hervorruft. 
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Im Hinblick auf diese Ergebnisse ist es bemerkenswert, aus der 1 
belle V zu ersehen, da$, wenn man statt 2 Tage 3 wartet, die Glykog 
und Phosphagenwerte wieder angestiegen sind, und zwar noch iiber die 
Werte des Kontrollmuskels. Nur in einem der vier Versuche hat sich auch 
der Quotient Glykogen/Phosphagen geéndert, und zwar ist er kleine: 
geworden als Folge einer relativ starken Zunahme des Glykogens bei un 
veraindertem Phosphagen. Es ist aber sehr interessant, daB dies nun wieder 
fiir beide Muskeln gilt, die in dem Versuch analysiert wurden. 

Im iibrigen bringt diese Tabelle vergleichende Untersuchungen an 
weiBen (Tibiales) und roten Muskeln (Soleus). Es zeigt sich, daB der Gehalt 
des M. soleus an Glykogen und Phosphagen um durchschnittlich 18 
geringer ist als der der Tibialismuskeln. Dieser Unterschied ist jedoch 
nicht gréBer als der, den wir regelmaéBig bei gleichzeitiger Analyse vor 
Tibialis anticus und posticus finden und kann daher nicht als besonders 
charakteristisch fiir den roten Muskel gelten. In allen Versuchen bis aut 
einen ist der Quotient Phosphagen/Glykogen fiir rote und weiBe Muskeln 
gleich. In dem einen Versuch (29a), wo dies nicht der Fall ist, fanden 
wir einen so hohen Gehalt an Trockensubstanz (30,2 statt 22°,), daB der 
Muskel kaum als ,,normal** zu betrachten ist. GréBere Unterschiede zwische: 
weiBen und roten Muskeln von Kaninchen sowie von Mereschweinchen 
geben Ferdmann und Feinschmidt'! sowie Palladin und Epelbaum? an 
Sie fanden durchschnittlich im roten Semitendinosus um 41 bzw. 58,5 
weniger Phosphagen als im weiBen M. biceps femoris. Die Vergleichbarkeit 
mit unseren Ergebnissen ist allerdings nicht ohne weiteres gegeben, da dix 
russischen Forscher andere Muskeln analysiert haben als wir. Dies mu 
beriicksichtigt werden, nachdem wir festgestellt haben, daB sogar zwischen 
den beiden Tibialismuskeln ein regelmaéBiger nicht unerheblicher Unter 
schied besteht. Sonst finden wir nur bei Eggleton und Eggleton® eine Ai 
gabe iiber den Phosphagengehalt des weiBen M. gastrocnemius und des 
roten M. soleus beim Kaninchen, wobei der Unterschied ebenfalls 50 
betrug. Wenn man beriicksichtigt, daB der Kreatingehalt der roten Muskeln 
allemal niedriger ist als der des weiBen, wie nach Pekelharing und 
van Hoogenhuyze, Riesser sowie Palladin gefunden haben, so wird man 
jedenfalls auch einen verminderten Phosphagengehalt erwarten diirfen 


Ill. Versuche an hungernden und mit sympathisch erregenden Pharmaka 
behandelten Tieren. 


Brentano hat gezeigt, daB alle Eingriffe, die eine Glykogensenkung 
im Skelettmuskei herbeifiihren, auch Kreatinurie verursachen. Dies fand 
er unter anderem bei hungernden Tieren und vor allem bei der Verabfolgung 
solcher Mittel, die, wie Tetrahydro-f-naphthylamin, Adrenalin und Coffein 
durch Erregung des sympathischen Nervensystems den Abbau des Muske!l- 
glykogens beschleunigen und, wie Riesser* seinerzeit nachwies, eine Ve! 
mehrung des Muskelkreatins herbeifiihren. Wir haben daher unter de! 
gleichen Bedingungen Glykogen, Phosphagen und Muskelkreatin (als 
Kreatinin) bestimmt. 


1 Ferdmann u. Feinschmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 173, 192s. 
2 Palladin u. Epelbaum, ebendaselbst 178, 179, 1928. 

3 Eggleton u. Eggleton, Journ. of Physiol. 65, 15, 1928. 

* O. Riesser, Schmiedeb. Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 80, 183, 1916 








Bez 


gewo 


das 


abna 
Kont 
Die § 
auch 
Phos 
steigt 
Hung 
eine 

sel h 
Nahr 


beobé 


{ 
gram 
spate 
KOM 
werte 
Adre1 

I 
Cort 
wir e 
durel 
bedin 
nimm 
und 
und i 
errec] 
mehr 
von f 
maBis 
Tabel 
mehr 
Ferdn 


I 
zu de 
sind « 
nicht 
ziemli 
ist scl 
Die A 
49 bz 
Aber 
stark, 


1 
2 


Pharn 
3 








der J 

ykogs n- 
iber die 
ch auch 
kleine: 
bei un- 
1 wieder 


wen an 
* Gehalt 
h 18 
jedoch 
yse von 
sonders 
bis auf 
Muskeln 
fanden 
daB der 
wischen 
einchen 


2 
mm” =an. 





, da dic 
es mul 
wischen 
Unter 
ine An 
ind des 
Is 50 

Luskeln 
Wg ound 
“d man 
diirfen 


armaka 


enkung 
es fand 
folpung 
Coffein 
Vuskel- 
ie Vel 
er det 


in (als 


, 1928. 


, 1916 








Beziehungen des Glykogens zu Kreatin usw. im Kaninchenmuskel. 329 


Tabelle VI zeigt die Zahlen, die an 24 Stunden hungernden Tieren 
gewonnen sind. Zur Analyse diente hier, wie in allen folgenden Versuchen 
das Gemisch der beiden Tibialismuskeln. Die Kontrollmuskeln waren 
jeweils 2 Tage vorher analysiert worden. Wir erkennen eine Glykogen- 
abnahme von 54 und 59°,, die entschieden iiber dem Durchschnitt der 
Kontrollversuche liegt. Ganz anders aber verhalt sich das Phosphagen. 
Die geringe Abnahme, die wir hier finden, ist nicht gr6éBer als die, die wir 
auch in den Kontrollversuchen der Tabelle IV gefunden haben. Der Quotient 
Phosphagen/Glykogen bleibt also in diesen Versuchen nicht gleich, sondern 
steigt merklich an. Im Kreatingehalt der Muskeln ist nach dieser kurzen 
Hungerzeit keine Veranderung festzustellen; daB bei langerem Hunger 
eine Vermehrung eintritt, haben Palladin und Epelbaum' gezeigt. Es 
sei hier auch auf die Ergebnisse von Brentano verwiesen, der nach 
Nahrungsentziehung Glykogenschwund und Kreatinurie bei Kaninchen 
beobachtet hat. 


Gibt man hungernden Tieren subkutan 1 mg Adrenalin pro Kilo- 
gramm Kd6érpergewicht und entnimmt die Muskeln 14 bis 20 Stunden 
spéter, dann erhaélt man Ergebnisse. wie sie Tabelle VII zeigt; hier 
kénnen auch die auf Tabelle II] angefiihrten Versuche 6 und 7 mit ver- 
wertet werden, bei denen die Muskelentnahme 12 Stunden nach der 
Adrenalininjektion erfolgte. 

In Ubereinstimmung mit den Versuchen von Gatin-Gruzewska und von 
Cort und Cori? sowie anderer Autoren, unter ihnen auch Brentano, finden 
wir eine starke Abnahme des Muskelglykogens. Diese Abnahme liegt mit 
durchschnittlich 72,9°, noch wesentlich tiber der durch Hunger allein 
bedingten. Sehr ungleichmaéSig ist das Verhalten des Phosphagens. Zwar 
nimmt es in den meisten Versuchen ebenfalls ab, wie schon Feinschmidt 
und Ferdmann* gefunden haben, jedoch in sehr verschiedenem Grade, 
und in einigen Fallen ist es so gut wie gar nicht veréndert. Im Durchschnitt 
errechnet sich eine Abnahme von 29,3°,. Gleichzeitig finden wir eine 
mehr oder weniger deutliche Zunahme des Kreatins, wie sie friiher schon 
von Riesser beobachtet worden ist, und eine Zunahme der sonst sehr gleich- 
miBigen Werte fiir direkt bestimmte Phosphorséure. Wie man aus der 
Tabelle ersehen kann, beruht diese Zunahme auf einer erheblichen Ver- 
mehrung der anorganischen Phosphorséure (vgl. auch Feinschmidt und 
Ferdmann, a. a. O.). ; 

In den geschilderten Adrenalinversuchen tritt der EinfluB des Giftes 
zu dem des Hungerns und zu der Nachwirkung der ersten Narkose. Es 
sind daher die Versuche der Tabelle VIII besonders wertvoll, in denen an 
nicht hungernden Tieren die Muskelentnahme schon 2 Stunden nach der 
ziemlich hohen Dosis von 1,5 mg pro Kilogramm erfolgte. Die Wirkung 
ist schon innerhalb dieser kurzen Zeit dieselbe wie in den vorigen Versuchen. 
Die Abnahmen fiir Glykogen und Phosphagen liegen mit durchschnittlich 
49 bzw. 36°, erheblich tiber der Durchschnittsabnahme der Kontrollen. 
Aber auch hier schwanken die relativen Abnahmen beim Phosphagen sehr 
stark, und der Quotient Phosphagen/Glykogen ist zweimal erhdht, 


1 Palladin u. Epelbaum, diese Zeitschr. 204, 150, 1928. 

2 Literatur bei Brentano, Schmiedeb. Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm. 155, 33, 1930. 

3 Feinschmidt u. Ferdmann, diese Zeitschr. 205, 325, 1928. 
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einmal sogar erniedrigt; letzteres im Versuch 46, in dem die Kreati; 
zunahme besonders groB ist. Die Werte fiir direkt bestimmbares Phos 
phat sind in diesen Versuchen nicht vermehrt, sondern eher etwas 
vermindert. 

Wie zu erwarten war, sind die Veréinderungen unter der Wirkung des 
zentral sympathischen Erregungsgiftes Tetrahydro-B-naphthylamin wei: 
starker und einheitlicher als beim Adrenalin. Die Tiere erhielten wiederum 
am zweiten Tage nach-Entnahme der normalen Kontrollmuskeln 0,05 ¢ 
pro Kilogramm des Chlorids subkutan injiziert. 2 Stunden spater, nachdem 
das Fieber sich voll entwickelt hatte, wurden die Muskeln des andere; 
Beines entnommen und analysiert. Diese Einwirkungszeit geniigt, wie 
wir aus Tabelle IX entnehmen, um das Glykogen der Muskeln fast voll- 
kommen zum Verschwinden zu bringen. Um so mehr fallt auf, daB die 
Phosphagenwerte sich nicht verandert haben. Im Vergleich zu den Kontroll- 
versuchen der Tabelle IV, die ja eine Abnahme von etwa 20°, zeigen, 
kann man sogar eher von einer Zunahme des Phosphagens in diesen Ve1 
suchen sprechen, in Bestétigung der Befunde von Palladin, Kudrjawzew 
und Ssawron'. In Ubereinstimmung mit den dlteren Ergebnissen von 
Riesser findet sich regelmaéBig eine erhebliche Vermehrung des Muskel- 
kreatins um durchschnittlich 18,5°,. Vermehrt ist endlich auch die Meng 
des direkt bestimmten Phosphats. Der Quotient Phosphagen/Glykoge: 
ist in allen Versuchen stark gesteigert. 

Ganz ahnlich sind die Ergebnisse der in der Tabelle X zusammen 
gestellten Versuche, in denen jeweils 0,2 g Coffein subkutan injiziert wurden 
Nach 2, 4 und 18 Stunden wurden die Muskeln analysiert. Es zeigt 
sich, daB die Ergebnisse sehr verschieden sind, je nachdem kurze oder 
langere Zeit nach der Coffeininjektion untersucht wurde. In den kurz- 
dauernden Versuchen ist das Muskelglykogen fast vollkommen ve! 
schwunden?, wéhrend das Phosphagen durchschnittlich nur um 64°, ab 
genommen hat. Der Quotient Phosphagen/Glykogen ist also mehr ode: 
weniger stark erhéht. Im Versuch 56, in dem die Muskeln 18 Stunde: 
nach Coffeininjektion entnommen wurden, finden wir, daB die anfanglichen 
Veraénderungen schon fast vollkommen wieder ausgeglichen sind. Lediglich 
das Phosphagen ist noch etwas vermindert, doch liegt die Differenz nu 
wenig iiber derjenigen der Kontrollversuche. Auffallend ist die erheblich« 
Erniedrigung des direkt bestimmten Phosphats. 


IV. Besprechung der Ergebnisse. 


Das erste bemerkenswerte Ergebnis der vorliegenden Untersuchung 
ist die Feststellung, daB unter normalen Bedingungen in den Muskeln 
eines Tieres Glykogen und Phosphagen sich parallel zueinander be- 
wegen, so daB das Verhaltnis zueinander konstant bleibt. Weiterhin 
zeigt sich, daB verschiedene Muskeln ein- und desselben Tieres det 


1 Palladin, Kudrjawzewa u. Ssawron, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179 
17, 1928. 

2 Martino, Boll. d. Soc. Ital. di Biol. Sperim. 3, 218, 1928; Ber. 47, 
414, 1929, fand im Froschmuskel unter 1°, Coffein Schwinden des 
Phosphagens. 
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gleichen Quotienten Phosphagen/Glykogen haben, obwoh|] die absoluten 
Werte betrachtlich voneinander abweichen kénnen. Andert sich also 
der Quotient in einem Muskel, so andert er sich in gleichem MaBe auch 
in dem anderen. 

Auch am isolierten iiberlebenden Muskel, der 2 Stunden in Locke- 
josung gehalten wurde, anderten sich zwar allenfalls die absoluten 
Werte fiir Glykogen und Phosphagen, nicht aber ihr Verhaltnis zu- 
einander, vorausgesetzt, daB fiir geniigende Sauerstoffzufuhr gesorgt 
wurde. Selbst bei ermiidender Arbeit, die sowoh] das Glykogen wie 
das Phosphagen stark vermindert, sinken beide Werte im gleichen 
Verhaltnis. Die GleichmaBigkeit des Verhaltnisses Phosphagen /Glykogen 
geht indessen verloren bei ungeniigender Sauerstoffversorgung des 
isolierten Muskels und ebenso am ganzen Tier unter den Bedingungen 
des Hungers sowie unter der Wirkung solcher Gifte, die sympathisch 
erregend wirken. In allen diesen Fallen beobachten wir, bei mehr oder 
weniger starker Vermehrung des Muskelkreatins, eine erhebliche Ab- 
nahme des Glykogens bei geringer oder gar fehlender Veranderung 
des Phosphagens und, als Folge des ungleichen Verhaltens dieser beiden 
Substanzen, ein in vielen Fallen sehr starkes Ansteigen des Quotienten 
Phosphagen /Glykogen. 

In allen Versuchen, bei denen auch Kreatinanalysen gemacht 
wurden, haben wir aus den Phosphagenwerten diejenige Menge Kreatin 
errechnet (als Kreatinin), die an Phosphorséure gebunden ist, sowie 
die prozentuale Menge des an Phosphorséure gebundenen Kreatins 
(Kreatinins), bezogen auf Gesamt-Kreatin (-Kreatinin). Dabei zeigt 
sich zunachst, daB das Verhaltnis dieser beiden Kreatinwerte zueinander 
auch unter normalen Bedingungen nicht konstant ist. Denn das Gesamt- 
kreatin ist zwar, wie wir aus vielen alteren Untersuchungen wissen 
und wie auch in den vorliegenden Analysen wieder zutage tritt, eine fiir 
die bestimmte Tier- und Muskelart konstante GréBe. Die Menge der 
Phosphagen-Phosphorsiure indessen variiert nicht unerheblich. Im 
Mittel unserer Versuche sind 55,5°, des gesamten Kreatins an Phosphor- 
siure gebunden. In allen Versuchen mit Tetrahydro-/-naphthylamin, 
Coffein und Adrenalin und auch in den Hungerversuchen, stets also, 
wo auch Kreatinurie vorhanden ist, ist der Anteil des gebundenen 
Kreatinins am Gesamtkreatinin ohne Ausnahme geringer als im Kontroll- 
versuch. Im Durchschnitt all dieser Versuche betragt die Menge des 
gebundenen Kreatins 31,7°%. Vergleichen wir unsere Befunde mit den 
Angaben von Palladin und seinen Mitarbeitern, so fallt vor allem auf, 
daB diese im weiBen M. biceps des Kaninchens, ebenso aber auch beim 
Meerschweinchen, nur 30° des gesamten Kreatins an Phosphorséure 
gebunden finden, bei geringen Schwankungen der Einzelwerte um diese 
Mittelzahl, wahrend unsere Werte mit ziemlich erheblichen Schwan- 
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kungen im Mittel bei 55°, liegen. Dementsprechend sind alle unsere 
Phosphagenwerte viel héher als bei Palladin und seinen Mit- 
arbeitern. Von dem direkt bestimmbaren Phosphat kommen im Mitte! 
unserer Versuche 63,1°% auf Phosphagenphosphorsadure, wahrend bei 
Palladin der Anteil erheblich kleiner ist. Wenn dieser Unterschied 
nicht etwa auf der verschiedenen Art der untersuchten weiben Muskeln 
beruht, was zu priifen ware, dann miiBte doch die Verschiedenheit 
der Methodik zur Erklarung herangezogen werden. In der Tat ist diese 
seit den Arbeiten Palladins erheblich verbessert worden, und es gelingt 
heute weit sicherer, den Zerfall des Phosphogens zu verhindern. Die 
einzige vergleichbare Angabe, die wir in der mehrfach zitierten Arbeit 
von Eggleton und Eggleton finden, bezieht sich auf den Gastrocnemius 
des Kaninchens und weist einen Gehalt an Phosphagenphosphorsiure 
auf, der mit 0,142°, P,O; den von uns gefundenen Zahlen (im Mitte] 
0,144°,) jedenfalls erheblich naher liegt als denen von Ferdmann und 
Feinschmidt (0,08°). 

Die Beobachtung, daB in allen Fallen, die mit Kreatinurie ver- 
bunden sind, der prozentuale Anteil des gebundenen Kreatins am 
Gesamtkreatin stark abnimmt, kénnte die Vorstellung erwecken, dai 
zwischen dem Grade der Bindung des Muskelkreatins an Phosphor- 
siure und der Kreatinurie Beziehungen bestehen so, als ob die Frei- 
machung des Kreatins aus seiner Bindung an Phosphorsaure eine Vor- 
aussetzung fiir seine Abgabe aus dem Muskel sei. Der Durchfiihrung 
dieser Hypothese steht indessen vor allem die Tatsache entgegen, dab 
trotz fehlender Kreatinurie und konstantem Kreatingehalt der Muskeln 
der Anteil des gebundenen Kreatins schon normalerweise so stark 
wechselt. Dennoch wird man diesen Verhaltnissen weiterhin Aufmerk- 
samkeit schenken miissen. 

Die auBerordentliche Komplikation, die gerade durch die Fiille 
der neueren Entdeckungen auf dem Gebiet der Muskelchemie der 
Fassung befriedigender theoretischer Vorstellungen entgegensteht, maclit 
es ratsam, mit der Aufstellung von Hypothesen iiber die funktionelle 
Bedeutung und die gegenseitigen Beziehungen der bisher bekannt- 
gewordenen, im Muskel ablaufenden chemischen Vorgange sparsamer 
umzugehen, als es in letzter Zeit geschehen ist. So kénnen auch die 
vorliegenden Untersuchungen nur einen kleinen Beitrag zu diesen 
Fragen liefern, deren Lésung erst durch Anhaufung eines sehr groben 
und verschiedenartigen Beobachtungsmaterials zu erhoffen ist. 


Uns wird in erster Linie weiterhin die Frage beschaftigen, inwieweit 
die pharmakologische Beeinflussung des Glykogen- und Phosphagen- 
umsatzes und ihres Verhaltnisses zueinander vom Zentralnervensystem 
abhangig ist. Nachdem Riesser friiher nachgewiesen hat, daB die 
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340 T. Masayama u. O. Riesser: Glykogen zu Kreatin usw. 


Kreatinzunahme nach Verabfolgung zentralsympathisch erregende: 
Gifte auch am kuraresierten Tier eintritt, wird auch fiir die iibrige; 
Veranderungen des Muskelchemismus die zentrale Bedingtheit, in- 
besondere die Abhangigkeit vom vegetativen System nachzuweisen sei 


Zusammenfassung. 

1. Das Verhaltnis Phosphagen: Glykogen in Prozent ist fiir ein 
und dasselbe Tier (Kaninchen) in den verschiedenen Skelettmuskely, 
(weiBen und roten) dasselbe, obwoh! die absoluten Werte voneinande: 
erheblich abweichen kénnen. 

2. Wenn sich innerhalb einiger Tage die absoluten Werte fir 
Glykogen und Phosphagen verandern, so tun sie es im gleichen Ver- 
haltnis, und der Quotient bleibt unverandert. 

3. Isolierte Muskeln verlieren in sauerstoffhaltiger Ringerlésung 
an Phosphagen wie an Glykogen, und in besonders hohem MaBe, wetn 
sie bis zur Ermiidung gereizt werden. Aber auch hierbei bleibt de: 
Quotient Phosphagen : Glykogen unverandert. 

4. Isolierte Muskeln ohne Sauerstoffzufuhr nehmen an Phosphageu 
mehr ab als an Glykogen; der Quotient sinkt also. 

5. Hungernde Tiere sowie vor allem mit Adrenalin behandelte 
Hungertiere verlieren an Glykogen, aber weniger an Phosphagen; ce: 
Quotient nimmt daher zu. 

6. Tetrahydro-f-naphthylamin und Coffein bewirken schon inner- 
halb kurzer Zeit starksten Glykogenverlust bei wesentlich geringere: 
oder auch ganz fehlender Verminderung des Phosphagens. Stets ist 
der Gehalt der Muskeln an Kreatin vermehrt. 

7. Unter der Einwirkung der genannten Gifte sinkt der an Phosphor- 
siure gebundene prozentuale Anteil des Gesamtkreatins mehr ode 
weniger stark ab. Im Durchschnitt sind bei normalen Muskeln 55° 
bei den Muskeln vergifteter Tiere 31°, des Kreatins an Phosphor- 
siure gebunden. 

8. Es werden die Beziehungen dieser Befunde zu den Problemen 
des Muskelchemismus kurz erértert. 
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‘Uber die Verbrennungswirme des d,1-Glycerinaldehyds. 


Von 
C. Neuberg, E. Hofmann und M. Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die Kenntnis des genauen Verbrennungswerts der reinen Triosen 
besitzt Interesse im Hinblick auf die 6fter diskutierte Frage, ob die 
Zucker der 3-Kohlenstoffreihe beim physiologischen Abbau der Hexosen 
Durchgangsstufen sein kénnen, so wie sie Zwischenprodukte bei ihrer 
Synthese sind. Die Verbrennungswirme des Dioxyacetons ist von 
M. Kobel und W. A. Roth! bestimmt worden, und unter Beriicksichtigung 
der Lésungswarme hat sich ergeben, dab dieser Zucker der 3-Kohlen- 
stoffreihe einen um 67,5 bzw. 65,8 cal pro Gramm héheren Verbrennungs- 
wert besitzt als Glucose und Fructose. 


Wir benutzen die Gelegenheit, auf nachstehendes aufmerksam zu 
machen: C. Neuberg und H. Collatz? haben dargetan, da8 Dioxyaceton und 
Glycerinaldehyd in reiner wasseriger Lésung individuell existieren und be- 
standig sind. Man muS daraus schlieBen, daB keine der beiden Triosen 
unter diesen Umstaénden ein Enol bildet, das beiden 3-Kohlenstoffzuckern 
gemeinsam ware. Abgesehen von der Unmédglichkeit, hierbei das Enol 
nachzuweisen, diirfte ein zur Enolisierung fiihrender Vorgang in rein 
wasserigen Lésungsmitteln auch deshalb unwahrscheinlich sein, weil man 
beim Eindampfen einer Glycerinaldehyd-lésung nur Glycerinaldehyd, beim 
Eindampfen einer Dioxyaceton-lésung nur Dioxyaceton erhalt. Wenn ein 
gemeinsames Enol bestiinde, so ware nicht einzusehen, warum aus seinen 
wasserigen Lésungen nicht beide Triosen hervorgehen sollten. Die Angaben 
von C. Neuberg und H. Collatz bezweckten die Klarlegung dieser Verhaltnisse, 
sollen aber keinen Zweifel an der Richtigkeit der Messungsergebnisse von 


1 M. Kobel u. W. A. Roth, diese Zeitschr. 208, 158, 1928. 
2 C. Neuberg u. H. Collatz, ebendaselbst 223, 494, 1930. 


342 (. Neuberg, E. Hofmann u. M. Kobel: 


W. A. Roth' ausdriicken; das von ihm beobachtete abnorme Verhalt: 
das sich bei Ermittlung der Lésungswarme von Dioxyaceton offenbarte 
(monomolekulare Reaktion nach dem Auflésen, Anderung des Brechung- 
index), muB andere Ursachen als eine Ketoenol-umlagerung der erérterten 
Art haben. 

Bei der mit einigen Spezialerregern erzielten Vergarung des Dioxy. 
acetons konnte die Entstehung von Hezose-phosphaten einwandfe; 
nachgewiesen werden?. Diese Tatsache spricht dafiir, daB Dioxyaceton 
kein normales Erzeugnis der desmolytischen Zuckerspaltung ist. Seine 
von bestimmten Mikroorganismen ausgeléste alkoholische Vergarung 
ist nach den eindeutigen und itibereinstimmenden Ergebnissen de: 
verschiedenen Autoren so zu deuten, daB zuvor eine biochemisc! 
bewirkte Kondensation zu einem Derivat der 6-Kohlenstoffreihe erfolgt 

Kalorimetrische Untersuchungen itiber den Glycerinaldehyd standen 
noch aus. Hier liegen die Verhaltnisse aus mehreren Griinden weit 
komplizierter. Das Dioxyaceton ist auch in fester Form leicht als mono- 
molekulares Gebilde erhaltlich. Fiir den Glycerinaldehyd ist dies bishe: 
nicht ohne weiteres méglich. AuBerdem ist beim Glycerinaldehyd mit 
den optisch aktiven Formen zu rechnen, die in kristallisiertem Zustande 
bisher nicht zuganglich sind. In wasseriger Lésung ist der Glycerin- 
aldehyd monomolekular, in kristallisiertem Zustande dimolekular, wie 
schon A. Wohl® festgestellt hat. Fiir physiologische Zwecke hat man 
natiirlich mit der ersten Zustandsform zu rechnen. Es ergibt sich also 
daraus die Notwendigkeit, nicht nur die Loésungswarme, sondern auch die 
Depolymerisationswirme zu bestimmen, die den kalorischen Wert mit 
kennzeichnet. Fester Glycerinaldehyd, der fiir eine fehlerfreie Be- 
stimmung der Verbrennungswarme allein in Betracht kommt, wird 
aber bei Zimmertemperatur in rein wasseriger Lésung mit Sicherheit 
erst innerhalb dreier Tage monomolekular (Wohl). Wir verfiigen bisher 
nicht iiber die Einrichtung, die in dieser langen Zeit erfolgende Warme- 
anderung exakt zu bestimmen, und beschranken uns deshalb vorlaufig 

auf die Wiedergabe der Verbrennungswarme fiir reinen kristallisierten 
d, 1-Glycerinaldehyd. 

Der verwendete Glycerinaldehyd war achtmal aus 40°,igem Methy|- 
alkohol umkristallisiert und besaB den héchsten in der Literatur ver- 
zeichneten Schmelzpunkt von 142°. Der 3-Kohlenstoffzucker kann 
also als absolut rein gelten. Um diesen Reinheitsgrad zu erreichen, ist 
es notwendig, nach den Angaben des Schrifttums* das umkristallisierte 


1 W.A. Roth, Zeitschr. f. Elektrochem. 34, 186, 1929. 

2 CO. Newberg, Ann. de la Brasserie et Dist. 27, 65, 1928; K. Iwasah 
(unter O Meyerhof), ebendaselbst 27, 81, 1928; diese Zeitschr. 208, 237. 
1928; C. Neuberg u. M. Kobel, ebendaselbst 208, 452, 1928. 

3 4A. Wohl, B. 31, 2395, 1898. 

' H.O. L. Fischer, C. Taube u. E. Baer, B. 60, 482, 1927. 
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nalten, J Praparat noch mit Aceton auszukochen und dann wieder im Hoch- 
eg vakuum bei Zimmertemperatur zu trocknen. Das Molekulargewicht! 
me tl ler so erhaltenen Praparate betrug nach kryoskopischen Messungen 
169 bis 176. 
JIOXy- Zum Unmbkristallisieren von Glycerin eignen sich auch wasserige 
ndfrei Dioxanlésungen verschiedener Konzentration. Das damit gewonnene 
ceton Material zeigte aber, wie erwahnt sein mu, trotz des richtigen 
Seine ff Schmelzpunktes, unaufgeklarte Schwankungen im  Verbrennungs- 
aruny wert. 
. hea Zur Messung der Verbrennungswarme diente eine Bombe aus 
MUS’ Bkruppschem V2 A-Stahl (Modell Hugershoff) mit einem 2400 g 
folgt Wasser fassenden Kalorimeter sowie auf- und abgehendem Ring- 
anden riuhrer. (Es befand sich in einem Luft- und einem groben Wasser- 
ae mantel.) 
nono- 
ighes Alle Bestimmungen wurden im Staatlichen Materialpriifungsamt 
d mit § Berlin-Dahlem vorgenommen. Dem Abteilungsvorsteher, Herrn 
rande (Prof. Dr. Kindscher, sowie dem Mitarbeiter dieser Anstalt, Herrn 
serin- Dr. Schéneberg, sei fiir ihr. Entgegenkommen und ihre Unterstiitzung 
wie ier ergebenste Dank ausgesprochen. 
man Die Apparatur war vorher mit dem fiir die Messungen benutzten 
| also lhermometer sehr sorgfaltig geeicht: Wasserwert bei 20° 2736,6 cal 
th die Bfpro Thermometergrad. 
- mit , we = ae - 
5. Verbrannt wurde mit Riicksicht auf die Genauigkeit des Thermo- 
rd meters bei einer Temperatur von 18,5° bis 21,5°. Geziindet wurde mit 
a Hilfe eines Baumwollfadchens; es war an einen sehr diinnen Platindraht 
“mn “ gekniipft, der augenblicklich durchschmolz. Die dabei auftretende 
a ae Warme kann vernachlassigt werden”. Die Verbrennung erfolgte ohne 
oe Wassereingabe in die Bombe. Fir die Sattigung des GefaiB®innern 
“ € 305 ccm) mit Wasserdampf wurde eine der jeweiligen Endtemperatur 
entsprechende Korrektur von etwa 3 cal angebracht. Der Sauerstoff- 
druck betrug 25 bis 30 Atm. ' 
thy!- 
ver- Die Verbrennungen verliefen ohne jede Ausnahme vollstandig, die 
kann §Substanz kam in Gestalt ganz frisch gepreBter Pastillen zur Anwendung. 
1, ist Bei der Eichung des verwendeten Thermometers wurde fiir Benzoe- 
ierte Mure die ermittelte Verbrennungswarme von 6324,5 cal pro Gramm 
eingesetzt. 
Lsah 
237. ' Die Abweichung vom theoretischen Wert 180 beruht darauf, dab 


ringe Zeit bis zur Ausfiihrung der Gefrierpunktsbestimmungen vergeht; 
vgl. A. Wohl, a. a. O. 


2 W.A. Roth, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. IJ, 2, 1666ff., 1926. 
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Substanz Temperaturerhéhung Wassr- cal 
Nr. . a wert . cal | 
g unkorrigiert| korrigiert insgesamt_ korrigiert* 
l 1,1524 1,5523 1,5875 2736.6 43444 4329.2 3757.3 
2 1,4016 1,9140 1,9268 2736,6 5272,9 5259.5 3752.5 
3 1,1409 1.5565 1,4703 2736,6 4297,3 4284.5 3755.4 
4 1,3309 1,8003 1,8300 2736.6 5007,7 4995.3 3753.3 
5 1,1680 1,5751 1.6067 2736,6 4396,9 4383.4 3752.9 
Mittel: | 3754.3 
Mittlere Abweichung 0,8°/5. 
* Korrekturen fiir Verbrennungswirme des Baumwollfadens: + Bildungswarme \y 
standener Salpetersiurelisung — Verdampfungswarme des Wassers. 


Fiir den dimolekularen Glycerinaldehyd betragt demnach di 
Verbrennungswarme 3754,3 cal pro Gramm; die entsprechenden Wert 
fiir Glucose und Fructose sind 3742,8 bzw. 3744,5 cal. 
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Enzymatischer Abbau von Chondroitinschwefelsaure. 


Von 


C. Neuberg und E. Hofmann. 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die fermentative Spaltung der Chondroitinschwefelsaure war 


bisher nicht gelungen. 

Uber die biologische Angreifbarkeit der genannten) Substanz 
liegt lediglich eine altere Angabe von C. Newberg und O. Rubin! vor; 
wie sie festgestellt hatten, wird die Verbindung als Natriumsalz durch 
das friiher iiblicherweise angewendete Gemisch von Faulnisbakterien 
unter Abgabe von Natriumsulfat zerlegt, das sekundir zum Teil 
in Schwefelwasserstoff sowie Thiosulfat iibergeht. Mit einem neu 
vezichteten, sehr leicht zu kultivierenden Bakterium, das dem 
B. fluorescens von liquefaciens ahnelt, ohne mit ihm identisch zu 
sein, kann chondroitinschwefelsaures Natrium nahezu quantitativ 
zersetzt werden; dabei wird die gesamte in Esterform vorhandene 
Schwefelsaure frei, wahrend ihr organischer Paarling der Mikrobe als 
Nahrung dient. Mit Alkohol Ather-Trocken-praparaten des genannfen 
Erregers unterbleibt der letztgenannte Vorgang. Man erhalt dann 
praktisch quantitativ Schwefelséure und daneben Fehlingsche Mischung 
stark reduzierende Substanz. 

Dasselbe Ergebnis erzielt man mit einem Fermentmaterial, das 
durch Autolyse der Trocken-bakterien in Toluol-wasser gewonnen 
wird und mit Alkohol-Ather als ein farbloses Pulver ausgefallt werden 
kann. Auch damit gelang die Schwefelséiure-abspaltung zu 84°, der 
Theorie. Mit B. pyocyaneus und B. proteus waren ahnliche Resultate 
zu erreichen. In dem neuen Ferment-praparat sind auS8er Chondro- 
sulfatase noch andere Hydrolasen zugegen; es soll weiter eingehend 
untersucht werden. 


1 C. Neuberg u. O. Rubin, diese Zeitschr. 67, 82, 1914. 
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Chondroitinschwefelsaure Salze sind gegen die bekannten Sulfa. 
tasen widerstandsfaihig, sowohl gegen das Phenol-esterschwefelsauren 
verseifende Enzym als gegen das Ferment, das die gepaarten Senfol. 
glucoside angreift. Die jetzt neu aufgefundene Chondro-sulfatase ist 
ihrerseits ohne Wirkung auf die Salze der Phenol-ester-schwefelsauren 
wohl aber vermag sie Schwefelsiure von myronsaurem Kalium ab. 
zulésen; dadurch ergibt sich zugleich, daB die bisher vermibte Hydro- 
lyse der gepaarten Senfélglucoside durch Bakterien-enzyme méglich ist. 


